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Tuya es, oh Jehova, la magnificencia y el
poder, |la gloria, la .victoria y el honar; porque
todas las cosas que estan en los cielos y en la
tierra son tuyas. Tuyo, oh Jehova, es el reino,
y tu eres excelso sobre todos.

Las riquezas y la gloria praceden de ti, y td
dominas sobre tado; en tu mano esté 1a fuerza
y el poder, y en tu mano el hacer grande y el

dar poder a todos.

12. Cr. 29: 11-12
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RESUMEN

Clostndium perfringens es un bacilo gram positivo, formador de esporas
e inmoévil, que es causante de varias enfermedades en el hombre y en los
animales, entre éstas destacan la gangrena gaseosa y una intoxicacidn
alimentaria muy importante. Este microorganismo elabora varias enzimas;
algunas de éstas son toxinas, como la enterotoxina producida durante el
procesa de esporulacion y causante de la intoxicacion alimertaria.

Se sabe que muchos organismos tienen la capacidad de adaptarse a
condiciones desfavorables del medio ambiente, mediante la sintesis de un
grupo de proteinas llamadas de estres, las cuales se cree que protegen a la
celulas de estas condiciones tensionantes. Cuando las células son sometidas a
una baja temperatura 0 a un pH acido, sintetizan proteinas llamadas protelnas
de choque frlo 0 proteinas de choque acido respectivamente, como respuesta a
esta condicion. Se cree que estas proteinas facilitan la supervivencia de las
celulas al proporcionar proteccion contra bajas temperaturas y acidez extrema.

Debido a la trascendencia de C. perfringens como patdgeno y causante
de enfermedades en el humano, pensamos que seria de gran importancia el
estudio de los factores que pueden favorecer la supervivencia y patogenicidad
de esta bacteria como un mecanisma de control de las enfermedades que
produce.

Las células fueron sometidas a un choque frio de 43 a 28 °C y un choque

acido a pH de 7.0 a 4.5 representando una condicién subletal y alcanzaron

1
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niveles de crecimiento similares al ¢ontrol. Cuando se aplico este choque frio y
acido a las células vegetativas se logrd la induccion de tolerancia a
temperaturas y pH acido mas bajos. Ademas, que como resultado de un choque
frio previo a 28 °C, la bacteria resuftd ser de 2 a 3 veces mas tolerante a 10 °C
y esta tolerancia se prolongd hasta 2 h postericres a este tratamiento. Asli
mismo, se observd que cuando aplicamos un choque Acido previo a pH 4.5 se
indujo tolerancia a un pH de 3.5, resultando células hasta 15 veces mas
tolerantes que el control y esta tolerancia se prolongd hasta 3 h después del
pre-choque acido.

Se encontrd que un choque frio aplicade a la bacteria induce |a sintesis
de 7 proteinas de choque frio (PCHF) cuyos pesos moleculares fueron de 200,
108§, 82, 70, 50, 45 y 10 kDa de las cuales las lllimas 5, presentaron un nivel de
sintesis muy aumentado, mientras que las primeras 2, presentaron una menar
induccién. También se observé que un choque acido aplicado a las células
vegetativas de la bacteria provocd la induccidn de al menos 5 proteinas de
choque acko (PCHA) como respuesta a este tratamiento y sus pesos
moleculares fueron de 120, 84, 58, 45 y 17 kDa. De estos polipéptidos, el de 84,
58 y 17 kDa presentaron un mayor nivel de sintesis que el de 120 y 45 kDa.

Se identificaron 4 PCHF inmunodominantes de C. perfringens al inducir
un cuadro de gangrena gaseosa. Los pesos moleculares de estas protelnas
fueron 105, 82, 70 y 10 kDa. Sin embargo no pudimos detectar PCHA

inmunodominantes en un cuadro similar,
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ABSTRAC

Clostridium perfringens, is a spore forming, non-movil, gram positive rod,
that causes several diseases in human beings and animals. The most important
ilinesses ariginated by this arganism are gas gangrene and food paisoning. This
microarganism synthesizes several enzymes and proteins, some af them are
toxic such as the enterctoxin produced during the sporulation.

It is known that many organisms get the ability te adapt to unfavorable
conditions in the medium by synthesizing a set of polypeptides called stress
proteins. These are believed to protect the cell against those conditions. When
the cells are exposed to low temperatures or acidic pH, they synthesize proteins
called cold shock and acid shock proteins respectively. It is believed that these
proteins protect the cells against damage caused by low temperatures and
extreme acidity.

Since C. perfringens is an important pathogen in human beings and
animais we tough it would be relevant to study some factors that could enhance
the survival and pathogenicity of this bacterium.

We found that after a cold shock from 43 to 28 °C or an acid shock from
pH 7 to 4.5 growth ceased for several minutes, but after some time it reached
similar levels compared to the control. When the cells were cold shocked or
acid shocked, they acquired tolerance to a lower temperature (10 °C) or acid pH
(3.5). Thus cold shocked cells were 2 to 3 fold more tolerant to 10 °C than the
control. This tolerance was maintained after 2 h of the treatment. Also cells pre-

treated at pH 4.5 were 15 fold more tolerant to pH 3.5 than the control.



Licot VWlawnast 7. Doctamade on Cloncias ribatnacr
Eupeclalidad on Whicnbiolsgia

Cold shock applied to the bacteria induced the synthesis of 7 cold shock
proteins (200, 105, 82, 70, 50, 45 and 10 kDa). Five of them (10, 45, 50, 70 and
82 kDa) presented highest levels of synthesis, while two (105 and 200 kDa)
lower leveils. On the other hand, an acid shock induced the synthesis of five
proteins (120, 84, 58, 45 and 17 kDa). Some of them (84, 58 and 17 kDa) were
synthesized at higher levels than the athers (120 and 45 kDa).

Using serum from raboits suffering gas gangrene, four immunodominant
cold shock proteins (105, 82, 70 and 10 kDa) were identified. No

immunodominant acid shock proteins were detected using the same serum.
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INTRODUCCION

C. perfringens, uno de los principales microorganismos anaerabios
patogengs para humanogs esta ampliamente distribuido en la naturaleza y €s
causante de gangrena gaseasa, desde 1940 se le asocid con una intoxicacion
alimentaria, por lo que el interés por estudiaria ha aumentado en los udltimos
afios (Matches, J.R. et al, 1979).

Este micraorganismo posee un fiempo de generacidn muy corta (7min),
ademas puede crecer en un amplio rango de temperatura de crecimiento
(15-50 °C) y posee un pH dptimo de 6.0 a 7.0 todo este le confiere la habilidad
de poder repraducirse rapidamente en los afimentos, siendo esto de gran
importancia en la sanidad de los mismos (Labbé, R.G y T.Yamagishi, et &,
1976).

Es bien sabido que las altas o bajas temperatura san algunos de los
factares mas utilizadas en el control de los microorganismas, sin embargo se
conoce que algunas bacterias presentan mecanismos de adaptacion a estos
medios ambientes desfavorables lo cual les permite sobrevivitr a estos
tratamientos (Morimoto, R.L., et a/, 1990).

Un factor importante que se presenta en este aspecto es la capacidad
que tienen los arganismos de sintetizar proteinas debido a alguna condicion
desfavorable. La baja temperatura y el pH acido inducen la sintesis de proteinas
de choque frio y proteinas de choque acida respectivamente invalucradas en el

proceso de tolerancia a condiciones extremas de estos factores lo cual pudiera
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ocasionar graves consecuencias (Goldstein, J, ef al, 1990; y Faoster, J.W,
1993).

Durante la elaboracion y almacenaje de los alimentos, éstos son
sometidos a cambios fisicos y quimicos (temperatura, pH, radiaciones, etc). Los
cambios de pH también son muy comunes durante el paso por el tracto
digestivo en donde el organism¢ debe de pasar la barrera gastrica, sin embargo
una bacteria con buena capacidad de adaptacion tanto a la baja temperatura a
la cual son sometidos los alimentos durante su refigeracion, como al pH acido,
puediera resistir estos cambios y esto favareceria la supervivencia del -
microorganismo (Bearson, S. et al, 1997).

Debido a todo lo anterior resulta muy importante el estudio de la
supervivencia de C. perfringens, asl como la adquisicion de talerancia y sintesis
de proteinas, de tal manera que pudiéramos conocer los efectos que tienen

estos cambios de temperatura y pH en la patologia por este microorganismo.
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ANTECEDENTES

C. perfringens es una bacteria patégena ampliamente distribuida, se
encuentra normaimente en gl tracto digestivo de humanaos y animales, asi come
en el suslo y ias aguas de desecho (Matches, J.R. éf al., 1974), a diferencia de
muchos otros clostridios, no es movil y forma esporas mn vitro solamente en
medios de cultivo especiales; es fermentativo, crece rapidamente en medios
carbohidratados produciendo grandes cantidades de H; y CO; lo cual favorece
un ambiente anaercbio y es praoductor de una variedad de toxinas y enzimas
importanies en |a patogénesis (Hatheway, C.L, 1990). Las cepas de este
micreorganismeo han sido clasificadas en 5 tipos (A-E) en base a la produccién
de 4 exatoxinas (alfa, beta, epsilon e iota), siendo las cepas del tipo A las mas
impartantes coma causantes de enfermedades en humanos (Smith, L.D.S. y
B.L. Williams, 1984); y pueden estar presentes en suelo (Labbé, R.G, 1989).

Este microorganismo tiene un tiempo de geéneracion muy corto (7 a 8
min) y una temperatura 6ptima de crecimiento de 43 a 46 °C (la mas aita que
cualquier bacteria de importancia medica), asi mismo debido a su capacidad de
producir esporas puede resistir a procesos de coccian, de congelacion, de
radiacion, a la accidn de detergentes, de antibidticos, de solventes, etc (Labbé,

R.G, 1891).
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C. perfringens causa en humanos la gangrena gaseosa, enterocolitis
necrozante en infantes y enteritis necrética (Rood, J. I.y S. T. Cole, 1991). En
1940 se relaciond por primera vez con intoxicaciones alimentarias (Sutton, R.G.
y Hobbs, P,1879). Posteriormente en 1968 se descubrié que existian cepas de
este microorganismo dque producian una enterotoxina respansable de
enfermedades gastrointestinales en humanaes (Duncan, C.L. et al, 1969). En
1980 C. perfringens llegd a ocupar el segundo lugar como causante de
intoxicaciones alimentarias bacterianas en E.U.A. y Canada (Shandera, W.X,,
1983; Labbé, R.G, 1991) y se ha relacionado con el sindrgme de muerte
fulminante infantit (Murrel,T.G.C., et al., 1987). Es también el agente causal de
varias enfermedades en animales coma disenteria del cordero, enterotoxemia
ovina, enfermedad de! rifign pulposc en cabras y ofras enfermedades
enterotoxémicas de corderos y becerras (Niilo, L. 1980).

C. perfringens CAUSA:

a) GANGRENA GASEOQSA. Es una de las principales enfermedades en el
hombre causada por C. perfringens. E! proceso infeccicso comienza
habituaimente con la localizacidn de las esporas en una herida abierta,
posteriormente a la germinacidn de las esporas, el crecimiento de la bacteria
causa una necresis o destruccion de los tejidos con posterior disminuciéon del
aparte sanguineo debido a la destruccion de los capilares por una toxina, la
fosfolipasa C (alfa toxina). Esta foxina es una lecitinasa que actua en presencia
de iones ¢alcio; posee acciones letales, necrotizantes y hemaliticas, su accion

letal se debe fundamentalmente a la division de la lecitina de las membranas
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celulares en fosforilcolina y diglicérido y como la lecitina esta presente en las
membranas de diferentes tipos de células, la toxina puede causar lesiones en

diferentes partes del organismé (Holland, K.T. &t al., 1987).

B ) INTOXICACION ALIMENTARIA. Una de las enfermedades mas frecuentes
es la intoxicacion alimentaria provocada par la accién de una enteratoxina en el
tracto gastointestinal la cual esta relacionada con el praceso de esporulacién de
la bactena (Labbé, R.G, 1989). Esta enfenmmedad ocurre al ingerir alimento
contaminade con un gran numera de células vegetativas (mas de 10° UFC/g ),
las cuales esporulan y produgen la enterotoxina en el intestino. Se ha
encantrado que esta toxina reconoce receptores especificos presentes en la
membrana de las celulas del barde de cepillo, en {a region del ileon del intestina
delgado, donde provoca alteraciones en la permeabilidad de la membrana de
las células intestinales, lo que ocasiona un aumento en el flujo de agua y sodio
hacia el lumen intestinal, asi como falta de absorcién de glucosa,
desencadenandose la sintomatologia (Wnek, A.P. y B.A. McClane, 1989). La
intoxicacion alimentaria se presenta de 6 a 20 h despues de [a ingestion def
alimento cantaminado y consiste en una diarrea profusa, acompaiiada de dolar
abdominal y rara vez se presentan mareas y vomnita (McClane, B.A., et al. 1988,
Uemura, T., 1978; McDonel, J. y B. McClane, 1986). Esta enfermedad puede
ocasionar la muerte en Individuos débiles y de edad avanzada (Labbé, R.G

1989; Shandera, W.X, 1983).
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Se ha determinado que la enterotoxina es una proteina constituida por
una sola cadena de 320 aminc4cidos, con un pesn molecular de 35 kDa, un
punto isoeléctrico de 4.3, sensible al calor, y antigénica (Yotis, WW. y C,
Castimpolas, 1975; McClane, B.A., et al. 1988, Duncan, C.L., et al., 1969).

La enterotoxina de C. perfringens también se ha asociada a una colitis
que se caracteriza por diarrea infecciosas con duracion de 9 a 10 dias, esta
tltima se presenta can dolor abdominal severo y vomito pero no se ha
encontrado relacién con una intoxicacion alimentaria (Bofriello, S.P, 1985). La
enfermedad se presenta principatmente en ancianos tratados con antibiGticos y
se piensa que es producida por una sobrepoblacion de C, perfingens en el

intesting donde libera la enterotoxina (Borrielio, S.P. et al., 1984),

PROTEINAS DE ESTRES

Todos los arganismos desde bacterias y hongos hasta plantas y
animales, responden a una gran variedad de factores adversos, induciendo la
sintesis de un pequefio grupo de proteinas llamadas proteinas del estrés. Se
cree que la funcion de estas proteinas es proteger a las células del cambio
adverso el cual podria ser letal.

Hasta hace 10 aflos la funcion de estas proteinas se desconacia, esto
debido en parte, a la complejidad de las diferentes formas de proteinas del
estrés. La mayoria de estas son producidas en pequefias cantidades bajo

condiciones fisiolégicas normales, sin embargo bajo las condiciones de estrés,
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la sintesis de estas proteinas se ve incrementada notablemente (Morimoto, R.I.,
et al., 1990Q).

Los primeros estudios se hicieron hace 20 afgs, cuando se reporto un
pequefio nimero de polipéptidos que fueron inducidos por un tratamientd de
chogue termico moderado en gléndulas salivares de Drosophila melanogaster
(Tissieres ef al., 1974).

La temperatura es uno de los factores mas importanties en el crecimiento
y metabolismo de los organismos, por lo tanto es de esperarse que la induccion
de las proteinas del estrés se haya estudiado en respuesta a este factor. En los
ultimos 15 afios, el estudio de los organismos ha mostrade que cuando las
celulas son sometidas a temperaturas ligeramente arnba de su temperatura
optima de crecimiento, responden induciendo la sintesis de un grupa de
proteinas las cuales son conacidas camo proteinas de chogue térmico (PCHT),
( Farber, J.M., y B.E. Brown, 1990). Ahara se ha establecido que esta respuesta
es también inducida cuando los organismos son expuestos a otros tipos de
estrés del ambiente diferente al calor, coma son cambios en el pH (Heyde, M. y
R. Portailer, 1990), la presencia de agentes oxidantes (Begonia, GB., y M.L.
Salin, 1991), cambios de presion (Qoronfleh, M.W., y U.N, Streips, 1987), la
accion de alcoholes y metales pesados (Watson, K, 1990) y agentes que dafian
ADN, tales como el acido nalidixico y la radiacion ultravicleta (Kreuger, J. y
Walker, G, 1984), de tal manera que el término “proteinas de estrés” se aplica

para describir a esta clase de proteinas.

i



Las principales (PCHT) se han clasificada en cuatro familias de acuerdo
a sus pesos moleculares: Las PCHT de elevado peso molecular de 83-90 kDa;
PCHT 70, variando de 66-78 kDa; las PCHT 60, presentes en bacterias,
mitocondrias y cloroplastos a las cuales se les ha llamado chaperoninas
(Hemmingsen et al. 1988), y las PCHT pequefias, un grupo diverso de
proteinas de 15-30 kDa o mayores, encontradas an levaduras, celulas
humanas y aproximadamente 30 formas diferentes encontradas en plantas
superiores. Ademas se han encontradu PCHT de pesos maleculares elevadas
de entre 100-110 kDa con propiedades muy diferentes a las de las otfras
familias (Subjeck et al. 1983; Shyy ef al., 1986).

Escherichia coli es un procanote altamente estudiado en este aspecto.
De todas las PCHT de £.cofi, dos han sido ampliamente estudiadas, |a GroEL y
la DnaK. Ambas se sintetizan en condiciones nommales, sin embargo, durante
un periodo de estrés la sintesis se ve incrementada notablemente (Morimato,
R.l, et al, 1890). La OnaK es una prateina inducible con una gran variedad de
funciones, tiene un peso molecular de 69 kDa por lo que se le incluye en la
familia de PCHT 70 (Herendeen, S.L., et al, 1979), es considerada una
chaperona molecular ya que se ha visto que tiene funcién mediadora en el
ensamblaje correcto de las proteinas coligomeéricas, tambien interviene en la
disociacion de agregados proteinicos y el mantenimiento de algunos
polipeptidos en estado no plegado, lo que facilita la translocacion a través de |a
membrana y el posterior aceleramiento del plegamiento y oligomerizacion

(Morimoto, R.l., et al, 1990). Muy recientemente Bukau. et al. (1993), han
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realizado trabajos de inmunolocalizacion y se ha establecido que la PCHT
DnaK se localiza principalmente en el citosal, aunque un pequerio porcentaje
se ha localizade en las membranas. La PCHT GroEL pertenece a la familia de
PCHT 60. Esta familia esta compuesta de 14 subunidades idénticas, cada una
con un peso molecular de 58 kDa (Zeilstra-Ryalis, J. et al, 1991) y una
caracteristica importante, es que en un mismo organisma se ha encontrado la
presencia de varias proteinas de diferentes pesos moleculares gue son
horﬁ(nlogas a la GroEL de E.coli (E. Wallington y P. Lund., 1994). Se cree que
esta proteina tiene una funcién importante en la replicacion de ADN y en la
transcripcion, y que facilita el plegamiento post-transcripcional y el transporte de
proteinas oligomericas a través de la membrana (Khandekar, S.8. ef al, 1993).
Ademas se cree que esta proteina puede actuar como antigeno causante de
enfermedades autoinmunes en las diferentes formas de vida (Cahen, IR,
1991). Se ha encontrado su localizacion en la membrana y en el citosol
(Eschweiler et @/, en 1993).

La respuesta al c¢hoque témmico tiene dos caracteristicas muy
importantes: a) es universal, ya que se ha encontrado en casi todos los
aorganismos estudiados (Basch, T.C.G., et al, 1888), y b) las PCHT presentan
un aito grado de conservacion evalutiva, sobre tado la familia de los 70 kDa
{(Morimoto, R.I., et al., 1990) ya que se ha observado una homologia del 70%
entre las prateinas de 70 kDa del hurmano con la de D. melanggaster y de un

50% con la proteina homdloga de E. cafi (Morimoto, R.1, 1990).
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Mantis, N. J., et al, (1992), reportaron que Agrobacterium tumefaciens
presentaba una respuesta similar a la mostrada por E. cofi y dicha respuesta
podia ser inducida por calor y ademas por otras condiciones de estrés comao la
expasicion a pH acido, etanol, cloruro de cadmio y en forma lenta por
mitomicina C.

Frecuentemente los microorganismos se enfrentan a factores adversas
del medio ambiente, tal es el caso de Bacillus sublilis, el cual debe de
desarrollar diferentes estrategias de adaptacion, entre ellas la inducccion de
proteinas de estrés. Hecker, ol al, en 1980, determinan que hay en esta
bacteria dos grupos de proteinas de estrés, en donde el primer grupo es
especifico de un factor (un solo estimufo) mientras que el segundo grupo es
inducido por una condicion restrictiva del crecimiento en general (calor, sales o
inanicién a la glucosa, oxigeno o fosfatos). Estudiando este mismo aspecto
Bemhardt, J, et al, (1997) observaron la induccion de 42 proteinas de estrés
general en B. subtilis cuando se sometio a choque térmico, a sales y etanol,
ademas de inanicion a glucosa y fosfatos. E! andlisis mediante electroforesis
bidimensional de estas protelnas permitié clasificarlas en § subgruﬁos de
acuerdo a su respuesta en cuanto al factor restrictivo del crecimiento siendo
éstos: () proteinas nuevas sintetizadas en respuesta al estrés; (ll) proteinas
cuyo grado de sintesis se aumento ; (Ill) proteinas en las que se observd una
disminucidn en su sintesis después del cambio; y (IV) proteinas cuya sintesis

fue totaimente bloqueada, determinande que el grado de sintesis de proteinas
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de estrés general constituyd mas del 40% de sintesis de proté[na total en estas
células estresadas.

El oxigeno usado durante la respiracién aerdbica es uno de los muchos
procesos celulares que crean problemas especiales a las células como lo es la
acumulacion de agentes oxidantes lo cual nos puede indicar una serial de
estres. La respuesta al estrés oxidativo ha sido muy estudiada en bacterias
coma E. coli y Salmoneila typhimurium (Ahem, H.1991).

A) PROTEINAS DE CHOQUE FRIQ

Se han realizado estudios en algunos organismos para probar si la baja
temperatura da una respuesta homologa a la del choque térmmico, ya que la
estabilidad de la mayoria de las proteinas celulares no cambia dentro del rango
de temperatura necrmal sin embargo se ha abservado que el nivel de induccidn
se aumenta o disminuye si las celulas se someten a temperaturas extremas
(Herendeen, S.L, et af, 1979).

Se han realizado un gran nimero de investigaciones sobre la respuesta
al choque frio, en los cuales se han encontrado la expresion de un cierto
numero de proteinas, a las cuales se les ha llamado proteinas de chaoque frig
(FCHF). Este tipo de respuesta se ha descubierto tanto en organismos
procariotes coma en eucariotes, siendo las funciones de estas proteinas en
general la de proteger a las células contra las condiciones estresantes.

Se ha demostrado que E. coli responde a temperaturas frias cuéndo s€
transfieren los cultivos celulares de 37 a 10 *C induciendo la formacién de 13

polipéptidos, de los cuales ninguno de ellos corresponde a las proteinas de
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choque térmico mencionadas anteriormente, (Jones,P.G., y R.A. VanBogelen,
1987). De las 13 proteinas, una, la F10.6 solo se sintetiza a bajas
tempera'turas; mientras que las otras 12 pueden producirse cuando la célula
crece a su temperatura normal de 37 °C, sin embargo su sintesis se incrementa
de 3 a 300 veces mas a bajas temperaturas. Debido a que esta proteina
(F.10.6) tiene el mas alto grado de induccién en respuesta al choque frio ha
sido designada la principal protelna de choque frio (PCHF).

Por otro lado Goldstein,J, ef al., 1890, han observédo que en E. coli la
proteina citoplasmica de 7.4 kDa la cual no se detecta a 37 °C, es rapidamente
inducida cuando se cambia la temperatura a 10 o 15 °C. El gene que codifica
para esta proteina CS 7.4 ha sido designado cspA y se ha demastrado que
codifica para una protelna de 70 residuos de aminoacidos. En el caso de
E. coli datos preliminares indican que esta proteina u otro factor similar
praducen proteccion en E. cofi contra el dafio debide a la formacion de cnstales
de hielo (Goldstetn, J., et al., 19980).

Se ha vista que la expresidn del gene cspA de E. coli es especificamente
inducida a bajas temperaturas y esta proteina (CS7.4 o CspA) alcanza niveles
de un 13% de sintesis de la proteina total dentro de un periodo de 1-1.5 h
después del cambio de la temperatura a 10 °C. Se ha logrado la clonacién de
este gene y se ha determinado su secuencia en el DNA (Goldstein et al.,
1990). Asimismo se ha identificade la region promotora de esle gene y se ha
sugerido [a existencia de un factor de transcripcion para su expresion a bajas

temperaturas. En estudios realizadas por Sang, J.L et al, en 1984 se
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determind que E. coli cortiene 4 genes csp de l0s cuales cspA y cspB san
genes inducibles por un choque frio, mientras que los genes cspC y cspD no lo
'son y se pudo observar que la proteina CspA tienen una gran homalagia con
las prateinas que enlazan el DNA a la caja Y en eucariotes por o que se piensa
que las proteings Csp son altamente conservadas evolutivamente. Se ha
determinado que esta proteina consiste de 70 residuos de aminoacidos entre
ellos, 6 fenilalaninas, una tirgsina, un triptofano y siete residugs de lisina
(Goldstain ef al, 1990). Se ha considerado como una funcion genera!l de la
proteina CspA, la interaccion con el DNA y posiblemente con el RNA resultando
ser esencial coma un activador transcripcional de choque frio principalmente
durante la iniciacion de la transcripcion. También se le ha asociado a esta
proteina con el desdoblamiento de moléculas plegadas de RNA particulammente
a bajas temperaturas, esta funcion de “RNA chaperona" se ha reportado
también en organismos eucariéticos (Jones, P.G, et al, 1994). Otra de las
funciones de esta proteina y su familia es que puede enmascarar a un grupo
de mRNA para inhibir su traduccion.

La respuesta fisioldgica de E. faecalis JH2-2 al choque frio fue estudiado
por Thammavengs, T., et af (1996), ellos abservaran que el crecimiento de la
bacteria a una temperatura subletal (8-16 °C) indujo una resistencia a
temperaturas frias extremas observandose un incremento en la habilidad de las
células para soportar periados cortos de congelamiento/descongelamiento

(-20°Cr+37 °C). Por otra parte el incremento del periodo de incubacién a una
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temperatura baja subletal pemnitid un afto grado de adaptacion a la baja
temperatura.

En B. subtilis, la proteina CspB parece estar implicada en la tolerancia a
temperaturas de congelamiento. Willimsky et al, en 1992, han logrado
identificar la principal proteina de choque frio en B. subtilis y han determinado
la estructura del gene, observando que el producto de este gene contiene 67
residuos de aminoacidos y tiene un 61% de homologia con la de E. col.

Se han hecho estudios para determinar los cambios en el grado de
sintesis de proteinas en la bacteria psicrofilica de genero Vibrio sp y se ha
observado que despues de un cambio en la temperatura de 0 a13 °C se
incrementa el grada de sintesis de al menos 25 proteinas, mientras que en un
cambio de 13 a 0 °C se observé un incremento en la sintesis de 39 proteinas
(Araki, T., 1991). Se sugiere que estas diferencias en el grado de sintesis de
proteinas pueden estar asociadas con una respuesta regulataoria del nivel de
transcripcion y traduccidn, y se piensa que estos cambios representan una
medida adaptativa para crecer eficientemente a estas temperatura.

La sintesis de proteinas ha sido implicada como uno de los principales
factores en la habilidad de los microorganismos psicrofilicos y psicrotréficos
para crecer a bajas temperaturas tales como la de su crecimients minimo a
0 °C o menos (Gounat A.M., 1991) Se ha demostrado que la disminucion rapida
de la temperatura ocasiona la sintesis de proteinas especificas de choque frio
en muchaos arganismos, pero fambién se ha observada |a sintesis de prateinas

de aclimatacion al frio (PAF) las cuales son sintetizadas en un alto grado
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durante un crecimiento continuo del grganismo a bajas temperaturas (Guy,C.L.,
1987). Raberts, M.E, &t ai., en 1992 estudiaron la induccion de PCHF y PAF en
una bacteria psicrofilica (Aquaspinllum arcticum), observando que los
tratamientos de choque fricode 10a 0°C, 5a 0 °C y 10 a 5 °C provocaron la
induccion de 14 PCHF, de las cuales & fueron inducidas por los tres
tratamientas. Por otro lado se observd la sintesis de 8 PAF como respuesta al
crecimiento continuo a 0 °C, $ de las cuales fueron PCHF. Se sugiere que
estas proteinas pueden tener en parte una relacion comuin en la adaptacion a
las bajas temperaturas.,

Un determinante molecular de crecimiento psicotrdfica puede involucrar
cambios cualitativos y cuantitativos en la sintesis de proteinas a bajas
temperaturas. En estudios realizados por Whyte e Innis (1992) en Bacillus
psychrophifus y un mutante sensible al frio se ha determinado la induccidn de
PCHF y PAF cuando son sometidos a choques frios de 20a 0,10y 15 °C y a
un crecimiento continuo a las mismas temperaturas, Se ha visto que la mayor
induccién se presenta a medida que el tratamiento es mas severo ya que en el
CHF de 20 a 0 *C como en el crecimiento a 0 °C se observo la sintesis de un
mayar numero de proteinas, sin embargo se present¢ |a perdida en la induccion
de 2 PCHF de 61 y 34 kDa en el mutante sensible al frio. Se piensa que estas 2
proteinas pueden estar involucradas en la inhabilidad del mutante para crecer a
bajas temperaturas pera que al mismo tiempo puedan ser importantes en la

capacidad de esta bacteria psicotrofa para crecer en estas condiciones.
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Se han realizadg estudios en Listena manacylogenes, acerca del efecto
que tiene un choque frio y el crecimiento cantinuo a baja temperatura ya que se
ha demostrado que este microorganismo tiene la capacidad de crecer a
temperaturas de refrigeracién, representando esto un efectivo enriquecimiento
para el organismo, Bayles, D.O, (1996). Se ha demostrado que cuando esta
bacteria se cambia de 37 a 5 °C es capaz de sintetizar 12 PCHF (48, 41, 21.8,
211, 197, 192, 188, 18.2, 17.2, 155, 145 y 144 KkDa). Cuando este
micraorganismo se cultiva en un crecimiento continuo a 5 °C, se observa la
sintesis de PAF, cuatro de las cuales pertenecan a las PCHF.

De igual manera (Cloutier, J., ef a/, 1992) han realizado estudios en
varias especies de Rhizobium y se ha observado que tanto las cepas
mescofilicas como las psicotréficas muestran |a sintesis de proteinas de choque
frio (52, 38, 23, 22,17 y 11 kDa) a temperaturas nc permisibles para el
crecimiento como —2,-5 y —10 °C. Sin embargo se describe que esta adaptacion
al frio no proparciona una mayor supervivencia a temperaturas de cangelacion
para estos micraorganismas ya que ésta disminuyd en todas las cepas hasta
un 50% con el choque frio.

El estudio de la respuesta al choque frio es relativamente reciente
comparado con el estudio de la respuesta inducida por otro tipo de estrés, sin
embargo se ha obtenido gran informacién acerca de la identificacion de muchas
proteinas de choque frio incluyendo una proteina que tiene en su secuencia

una gran similaridad con otras proteinas procanoticas y eucarioticas, muchas
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de estas proteinas estan invelugradas en una serie de procesos que llevan al
organisma a ser tolerante a temperaturas frias extremas.

Debido a la importancia de C. perfringens como patégeno de alimentos
pensamos que es de gran interés el estudio de la induccion de las PCHF ya
que se cree que éstas facilitan la supervivencia del patégeno al proporcionar
proteccidn contra choques frios, asl mismo, estas proteinas pueden constituir
una respuesta adaptativa de la bacteria que facilita su crecimiento a bajas

temperaturas.

B) PROTEINAS DE CHOQUE ACIDO

El pH acido es una de las condiciones desfavorables mas
frecuentemente encontradas por los microorganismos; el drenaje de las minas
acidas, la lluvia acida, la materia organica en descompasicin, los desechos
industriales y los acidos débiles producidos por ellos mismos contribuye &l
estrés écido. La habilidad para detectar y responder a cambios potencialmente
letales en el pH del medio ambiente es muy importante en la supervivencia de
las bacterias (Foster, JW., et al., 1995). El estrés acido puede ser descrito
como el efecto de la combinacion bioldgica de un pH bajo y los acidos
organicos deébiles presenies en el medio ambiente entre ellos acidos grasos
volatiles como el butirato, el propionato y acetatos producidos como un

resultado de la fermentacién.
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Se ha reportado que algunos de los microorganismos sobre todo los
neutrafilos tienden a desarrollar varios sistemas de supervivencia en medios de
pH bajo.. Estos organismos detectan el medic ambiente desfavorable y
experimentan una respuesta molecular programada en donde se sintetizan
proteinas inducidas por el estrés, Hasta hace 10 afios se conocia muy poco
acerca de los mecanismos de supervivencia acida mducible. Los miembros de
la familia Enterobacteriaceae: £. cofi, Salmonefia y Shigella han sido los mas
estudiados con respecto al estrés acido. En su habitat nétural estas bacterias
se enfrentan constantemente a diversos tipas de estrés del media ambiente,
pero el mas comun es el Aacido, cuando viajan a través del tracto
gastrointestinal en donde se enfrentan ademas a diversos Acidos grasos
volatiles presentes en el intestino y heces. Muchas de estas condiciones de
estrés son también parte de la defensa del huesped hacia la infeccion, por lo
que la habilidad de la bacteria patogena para detectar y responder a estas
condiciones desfavorables contribuye en gran manera en su patogenicidad
(Foster, J. W, 1995).

Los micraorganismas neutrdfilos tales come S. fyphimunum pueden
crecer en un rango de pH de 5-9 debido a que el mecanismo de homeostasis
de pH mantiene un pH intracelular constante sobre un gran rango de valores de
pH externo durante el crecimiento.

Este fendmeno se basa en la modulacion de la bomba de protones asi
como del sistema antiport de K’y Na* , el cual capacita a la célula para

mantener en pH interior cerca de 2 unidades de pH mas alcalino con respecto
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al pH exterior de la célula. Este sistema de control de la bomba de protones es
de gran importancia para el ¢crecimientc y la sobrevivencia en medic ambientes
modefadamente acidos, mas sin embargo este sistema de homeostasis de pH
deja de funcionar cuando se incrementa la acidez (Foster, J. W, 1992). |

Stacker, B. A, et al (1986), observaron que Salmonella sp tiene una gran
habiidad de resistir medios ambientes acidos, principalmente después de la
invasion de |la mucosa intestinal por esta bacteria (Finlay, B.B. 1989), lugar a
que estd expuesta a la accion de fagolisosomas dentro de los cuales puede
sobrevivir a pesar de que ahi se presenta un pH de 3 o 4, normalmente
bactericida in vitro para este bacteria (Field, P.1, et al, 1989).

Foster en 1990, probd la habilidad adaptativa de S. fyphimunum para
llegar a ser acido tolerante, observando que después de transferir las células
de un pH de 7.6 a 5.9 éstas fueron de 100 a 1000 veces mas resistentes a
subsecuentes expasiciones a pH acidos fuertes. Esta respuesta de tolerancia a
la acidificacidn requirid de |a sintesis de proteinas de choque acido.

En estudios realizados par Foster, J. W. (1991) se encontrd que la
expresion de varios genes en Salmonelfa sp era controlada en parte par el pH y
que el valor optima para su induccion era de 6.0, observandose también
cambios muy notorios en el grado de crecimiento.

Se han realizado estudios con S. typhimunum y se ha demostrado que
tiene la habilidad de sobrevivir a pH muy acidos (pH 3.0 a 4.0), si primero es
adaptada a un pH moderado { $5 a 6.0), también llamado pre-choque ¢

fendmeno conocido como respuesta a la tolerancia acida (RTA). el cual
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involucra la sintesis de un grupo de proteina conocido como proteinas de pre-
choque y asi mismo se ha observado que si se samete a las células a un
choque acido, que implica el cambio de las células de candiciones alcalinas
(pH 7.7) a una &cida (pH 4.5 o menos), el microorganismo no se reproduce y
experimenta un cambio en la expresion de por (0 menos 52 proteinas. Se ha
demostrado que la induccion de proteinas de pre-choque y de choque acido
son procesos independientes, sin embargo S. fyphimunum sobrevive a
condiciones de acidez extrema solo si se inducen ambos sistemas (Foster, J.
W, 1891).

Se ha usado diferente terminologia para describir los sistemas de
respuesta al choque acido: la resistencia acida (RA), tolerancia acida (TA) y
adaptacion acida (AA) son términos usados para describir la supervivencia a un
estrés de pH bajo.

El mecanismo de RA solo se presenta en céluias en fase estacionaria,
creciendo en un medio complejo a diferencia de la TA que se presenta en
celulas en fase exponencial y en medios minimaos.

Hickey, E. W, et al, (1990) estudiaron el efecto inducido en E. coii y S.
typhimunum par el pH bajo sobre |a sintesis de proteinas cuando los cultivos se
cambiaron de pH 7 a 5 y sobre el pH interno de las células cuando éstas
crecieron a pH de 7.0 y de 5.0 en un medic minimo suplementado {MMS). El
analisis de las proteinas marcadas con Hz*°SO4 durante 20 min reveld que en
E. coli el grado de sintesis de 13 polipéptidos se elevé de 1.5 a 4 veces,

mientras que en 3. {yphimurnium se incrementd de 2 a 14 veces la sintesis de 19
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polipéptidos con respecto al control. Sin embargo el crecimiento de E. coli en
un caldo complejo a pH de 5.0 mostré la induccidon de S polipéptidos
especificos por bajo pH. También se mostré que el pH intracelular de E. coli
disminuyd mas severamente que el de S. typhimunum a un pH externo de 5.0,
ocasionando la disminucion de un 50% en el grado de crecimiento can respecta
a S. typhimunum, sugirienda que al menos en un MMS, S. typhimunum es mas

adaptativa al estrés por pH bajo que E. cofi.

Gorden y Small en 1993, estudiaron la resistencia acida en bacterias
entéricas, demostrando que algunas especies de Shigelfa, E. coli y Salmonelfa
tienen la capacidad de sobrevivir a pH 2.5 durante 2 h,

Las bacterias patdgenas entericas pueden estar sujetas a severas
condiciones de estrés en el medio ambiente acuatica, sin embargo estas
bacterias presentan una via oral de infeccion y deben se cruzar la barrera
gastrica para causar la enfermedad en el huesped. Gauthier, M. J, et al,
(1994), estudiaron la habilidad de varias entercbacterias, incluyendo especies
de Escherichia, Shigella, Saimonella, Klebsielfa y Yersinia para adquirir
resistencia a condiciones acidicas semejantes a las del estomago (pH 2.5 por 2
h) después de su incubacion en aguas oligotropicas © agua de mar. Ellos
observaron que |a RA de E.caoli, Shigsellay S. typhimurium se incrementd de 100
a 100 mil veces despues de 100 min en agua de mar y dependio de la fase de

crecimiento de la bacteria y de |a sintesis de nuevas proteinas.
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Estudiando el mecanismo de RA en Shigeffa flexneri en fase
estacionaria, Waterman, S. y P.L.C. Small, {1996), determinaron que la bacteria
tenia la capacidad de sobrevivir a un pH de 2.5 y que esla resistencia podia
contribuir en su patogenicidad. Asi mismo se observd que este mecanismo
dependia de |a sintesis de proteinas asi coma del factor sigma (o).

Estudios realizados por Heyde, M, y Portalier, R, (1990) con respecto a
este mecanismo en E. coli, demuestran que después del cambio de pH de 6.9
a 4.3, se indujo la sintesis de por lo menos 16 proteinas, 7 de las cuales fueron
especificas del cambio acido y fueron llamadas proteinas de choque acido
(PCHA). La induccion de una de esas proteinas fue dependiente del o,
mientras que las otras fueron independientes de este factor.

La RTA en S. yphimurium involucra vanos sistemas, en fase logaritmica
¥ en fase estacionaria. Algunos de estos sistemas san dependientes de un o
alternante para RNA polimerasa, mientras que otrgs sistemas son
independientes de este factor. Asociado a la RTA estd la sintesis de una serie
de prateinas inducibles por el chogue acido (PCHA), 51 para la RTA de fase
logaritmica y 15 para la RTA de fase estacionana. Algunas de estas proteinas
requieren para su sintesis del factor sigma, mientras que otras requieren de la
proteina Fur, regulador de la toma de fierro.

Investigando este mismo aspecto, Foster, J. W, (1891, 1992) observd
que en S. {yphimurium el sistema RTA produce una funcién homeostatica de
pH inducible que sirve para mantener el pH intracelular arriba de 5.0-5.5, siendo

este mecanismo sensible a los inhibidores de sintesis de proteinas y opera
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solamente para aumentar el pH intracelular cuando el extracelutar es menor de
4.0. En contraste con esto se encontrd que la homeostasis de pH constitutiva
no fue afectada por los inhibidores de sintesis de proteinas y solamente fue
efectiva a valores de pH extracelular arriba de 4.0, per lo tanto se demostrd que
en esta bacteria existen das sistemas de homeostasis de pH; el primero que es
un sistema constitytive adecuado para actuar a un estres de pH arriba de 4.0y
el segundo que es inducible y opera eficientemente cuando el pH extemo es
menor a éste. Se determiné también que la supervivencia de las células
asociada a la RTA estd muy relacionada con una ATPasa translocadora de
protones durante la exposicidn a cambios dcidos severos y que esta tolerancia
acida adaptativa es importante para que las especies de Salmanelfa sobrevivan
a condiciones acidas tanto en el medio ambiente como en un huésped
nfectado.

Se ha cobservado que Lactococcus lactis subespecie lactis también
presenta una RTA. Cuando las células se sometieron a un pre-choque y
posteriarmente a un choque acido a pH de 3.9 se puda demastrar la induccion
de 33 polipéptidos. Sin embargo no se cbservé variacién en la RTA cuando se
adiciond cloranfenical durante el pre-choque. Se sugiere que la sintesis de
proteinas no es necesaria para la supervivencia en condiciones de acidez
extrema (Harthe, A., ef al., 1996).

El o codificado por poe$S es un regulador critico de la fisiclogia de celulas
en fase estacionaria pera es también importante en células en fase exponencial

y regula un aspecto importante de la tolerancia 4cida. La induccién del factor
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sigma por el choque acido parece ser controlado por una proteina de 38 kDa
cadificada por el gene de la virulencia de! raton mviA. La proteina MviA controla
la acumulacién del factor y de las proteinas de choque acido dependientes del
factor regulando la protedlisis del mismo. Por lo tanto MviA estimula a que el
factor sigma cambie en ausencia de estrés permitiendo su acumulacidén en
presencia de éste ( Bearson, S, et al., 1997).

Estudios del mecanismo de tolerancia acida en S. fyphimunum, por
Baik, S ef al., (1996), han demostrado que la RTA inducida‘ era importante en la
supervivencia, si previamente habia una exposicion a acidos débiles. También
observaron que el o tenia un papel importante en la proteccidn contra los
efeclos letales de los acidos. Ademas se cbservd que este factor estaba
involucrado en la RTA ( Foster, J, W, 1993; Lee, S. |, et al., 1994,

Lee, IS, ef al., (1994) determinaron la capacidad de tolerancia acida de
células en fase estacionaria de S. fyphimurium. Ellos encontraron que las
células en fase estacionaria presentaron una ATR inducible a pH bajo (ATR de
fase estacionaria) la cual proporcionaba un alto nivel de resistencia acida pero
involucrd la sintesis de pocas proteinas y que es distinta de la RTA en fase
logaritmica .

Estudiando este mismo aspecto, Yong, K.P, el al,, (1996), observaron
que la RTA en S. typhimunum incluye los dos sistemas; en fase logaritmica y
en fase estacionaria, pero que la RTA de fase log requiere de dos
componentes para la maxima tolerancia acida: un sistema de homeostasis

inducible y una serie de proteinas de choque acido. Asi mismo determinaron
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que la lisina descarboxilasa inducible por bajo pH contribuyé significativamente
al mecanismo de homeostasis de pH en un medio ambiente de pH 3.0 y que
ambas' condiciones; |a lisina descarboxilasa y las proteinas de choque acido se
requirieron para la tolerancia acida. |

Foster, J. W, (1993) determiné que durante la RTA en S. typhimunium se
sintetizaran 43 proteinas de choque acido pero que varias de estas proteinas
importantes para (a tolerancia a pH de 3.3 eran solo sintetizadas
transitoriamente ya que su desaparicion después de 30 a 40 min de un choque
acido a pH de 4.4 coincidié con su inhabilidad para sobrevivir a un subsecuente
cambio a pH de 3.3, estableciendo que estas proteinas de choque acido son
una caracteristica esencial para la talerancia acida inducible y que tanto la
acidificacion intraceluiar como ia del exterior de la ceélula son una sefial
disparadora de su sintesis.

Hickey, E. W, at al.,, (1990) estudiaron el efecto inducido en £. coliy S.
typhimurium por el bajo pH, sobre la sintesis de proteinas cuando los cultives
se cambiaron de pH 7 a $ y sobre el pH interno de las células cuando éstas
crecigron a pH de 7.0 y de 5.0 en un medioc minimo suplementado (MMS). El
analisis de las proteinas marcadas con Hz°°SQ,4 durante 20 min reveld que en
E. cali el grado de sintesis de 13 polipéptidos se elevd de 1.5 a 4 veces,
mientras que en S. typhimurium se incremento de 2 a 14 veces la sintesis de 19
polipéptidos con respecto al contral. También se mostrd gque el pH intracelular

de £ cofi disminuyd mas severamente que el de S. typhimunum a un pH
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externo de 5.0, sugiriendo que al menos en un MMS, S. {yphimurium es mas
adaptativa al estrés por pH bajo que E. coli.

En estudios realizados con Streptococcus thermophilus PB18, Gonzalez,
M.H, ef al, (1997) determinaron los patrones de proteinas en una y dos
dimensiones de c¢élulas creciendo en fase exponéncial y estacionaria de
crecimiento y ellos observaron |la sobreexpresidn en fase estacionaria de una
proteina de 16 kDa en una electroforesis unidimensional después de 2 h del
choque acido, sin embargo no se expresd en células en fase estacionaria en un
medio a una concentraciéon minima de lactosa en el cual el pH del medio fue de
5.5 comparado con el de 4.7 alcanzado en un medio con una concentracion
normal de lactosa. Los resultados mostraron que esta proteina es expresada en
respuesta al medio ambiente acido y no en respuesta a la fase de crecimiento,
El analisis bidimensional mostrd que 9 proteinas fueron expresadas solo
durante la fase exponencial y otras 10 sclo durante la fase estacionaria y gue la
banda aobservada de 168 kDa en el analisis unidimensional correspondié a una
familia de proteinas de 16 kDa determinada en el analisis bidimensional, cuya
‘expresiéh se incremento 8.5 veces cuando el pH extracelular alcanzo valores
abajo de §.0.

La RTA en L monocyfogenes fue estudiada por Davis, M.J, ef al (1996}
en donde determinaraon un incremento en la tolerancia acida a pH 3.0 durante
su crecimiento en fase exponencial después de una exposicién previa a un pH
5.0/1 h y que la expresidn total de la RTA requirid de la sintesis de nuevas

proteinas ya que el cloranfenicol, inhibié la induccidbn de esta tolerancia.
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Observaron un cambio en la expresion de por ko mencs 23 proteinas,
mostrandose induccion en 11 de ellas, mientras que 12 fueron reprimidas.
L.monocytagenes tambien maostrd resistencia acida cuando las ceélulas
crecieron en fase estacionaria sin embargo esta respuesta parecié ser
independiente de la RTA observada durante el crecimiento exponencial.

También se investigd la respuesta de Brucella suis 1330 y B. canis
RM6/66 durante su crecimiento a pH acido y la induccién de la RTA y se
observd que ninguna de las dos especies presentd una resistencia acida de
fase estacionana dependiente de rpoS; sin embarga tanto 8. suis como B.
canis desarrollaroen una importante RTA cuando se desarrollaron en una
condicion de acidez media (Kulakay, Y. K., et al, 1997).

Karem, et al., (1994) estudiaron |a respuesta de Aeromonas hydrophila al
estrés acido y demostraron qué esta bacteria exhibia una importante RTA,
capaz de proteger a la célula de una exposicion a pH de 3.5 después de una
exposicion previa a un pH de 5.0 por 20 min, La importancia de la sintesis de
proteinas en este proceso se observo mediante la adicion de cloranfenicol al
medio durante la adaptacion al acido, ya que impidid €l desarrollo de la
tolerancia.

El mecanismo de RTA también ha sido estudiado en Mycobacterium
smegmatis en donde se observd que una exposicion a un pH acido subletal
proporciond proteccion a una subsecuente exposicién a un pH letal. Ademas se
determind que esta adaptacion dependia de |a sintesis de proteinas (O'Brien, L.

M, et al., (1996).
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Estos estudios se han realizado también en las bacterias malolacticas o
bacterias del acido lactico las cuales llevan a cabo la transformacion del acido
malico a acido lactico y CO2 de gran imporiancia en la tecnologia de la industria
vinicola. Estas investigaciones realizadas por Cachon, D.Z., et al, {(1995)
determinaron que Leuconostoc oenas cuyo limite acido de crecimiento es de
pH 3.0 sobrevivid a un pH de 2.6 después de que las céluias fueron sometidas
a un pH adaptativo. La respuesta al estrés acido resulta ser muy importante en
bacterias del acido lactico ya que su crecimiento y transicidn a la fase
estacionaria es acompariado por la produccién de acido lactico el cual acidifica
el medio, inhibe la multiplicacién y ocasiona la muerte celular. Esta respuests al
estrés acido fue estudiada en Lactococcus lactis MG 1363 donde se observé
una tolerancia acida ya que sabrevivi) 3 un pH de 4.0 cuando las celulas se
adaptaron primeramente a un pH entre 4.5 y 6.5 durante 5 a 15 min. Se
deteminé también gue esta adaptacion requirid de la sintesis de proteinas
indicandg esto que la condicion acida induce la expresion de nuevos genes
sintetizados y que L. /actis presenta una respuesta inducible al estrés acido en
fase exponencial ( Rallu, F, et al., 1996).

En este mismo afo Hartke, A, et al, estudiaron también la respuesta de
estrés al acido lactico en L. lactis subespecie lactis y observaron un gran
incremento en la supervivencia de las ¢élulas a un pH de 3.9 cuando las células
fueron tratadas previamente por 30 min con un pH de 5.5. Mediante el analisis
del extracto de proteina total determinaron la induccion de 33 polipéptidos

durante la respuesta a |a tolerancia acida.
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La tolerancia a pH bajos es un mecanismo de gran interés que se ha
estudiado también en bacterias del género Rhizobium. Correa, O.S, et al,
{1997) probaron 7 cepas de R. /oli para tolerancia acida a valores de pH de 4.0
a 8.0, observando que las cepas que crecieron a pH 4.0, tuvieran una
tolerancia 4cida relacionada a la composicién y estructura de la membrana ya
que el pH provoca la expresion de una proteina de membrana de 49.5 kDa y
tres proteinas solubles de €6.0, 58.0 y 44.0 kDa cuya expresion se incrementd
cuando las células crecieron a pH 4.0, sugiriendo que la tolerancia acida en R.
foti involucra mecanismos constitutivos tales como la permeabilidad de la
membrana junto con una respuesta adaptativa como lo es |a expresion de
algunas proteinas.

Graham, P, H, et al., (1994), establecieron que R. feguminosarum
bacteria de noddulo de raiz y E.coli UB1301 creciendo en fase logaritmica
presentaron una RTA cuando crecieron bajo condiciones acidicas medias.
Determinaron la muerte celular bajo un chaque acido a pH de 3.0 y encantraron
valores de letalidad considerablemente mayores tante para R. leguminosarum
como para €. coli cuando se trataron a pH de 5.0. Se observ) también que las
células en fase estacionaria de ambas cepas fueron mas tolerantes al acido
con valores de letalidad de 2 a 5 veces mayor que el de las células creciendo
en fase exponencial,

Se ha establecido que las alteraciones en pH y temperatura de
crecimiento induce cambios enzimaticos y metabolicos en las células y se

pueden manifestar como una alteracion en la composicion y contenido de los
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lipidos de la pared celular. Estas determinaciones fueron corraboradas par
Bodnaruk, P. W, ef al, (1996) cuando examinaron por medio de cromatografia
de gas los extractos de acidos grasos de tres cepas de Yersinia enterocolitica
las cuales crecieron a pH de 5, 7 y 9, observando que cuando las células se
cultivaron a pH de 5.0 produjeron una gran cantidad de ciclopropano y acidos
grasos saturados, disminuyendo la cantidad de los acidos grascs insaturados,
comparados con los niveles praducidos durante el crecimiento a pH de 9.0. Se
determing que a un pH de §.0 los acidos grasos saturados camprendieron de
un 73-86% del total de acidos grasos de la célula, mientras que a pH de 9.0 la
proporcion de dcidos grasos saturados disminuyd a un 47-72%.

La adaptacién al acido por los microarganismos es de gran importancia
en la industria alimenticia. En la actualidad los acidos propidnico, acético y
butirico son comunmente usados para la conservacion de alimentos, se ha
visto que estos acidos son constituyentes comunes en diversos nichos
ecoldgicos comao ef contenido intestinal de humanos, sin embargo, estos acidos
organicos pueden tener también un efecta contra el crecimiento y viabilidad de
las bacterias (Guifoyle, D.E. y |.N. Hirshfhield,1995). Estos investigadores
demostraron que la tolerancia a pH acido (3.5), de células inicialmente crecidas
a pH cercano al neutro se incrementa por la exposicidn al dcido propiénico o
butirico al 0.1%. Ellos cbservaron que la induccidn de la arginina y la lisina
descarboxilasa son importantes para la supervivencia de £ coli que fue
expuesta a combinaciones de 4cidos ligeros (pH 5.9) y a butirato al 0.5%. Este

estudio sugirid que la presencia de dcidos organicos de cadena corta podian

34



Lioet Uttawnal 7. Doctowsdls e Ginscias, Aatiadantios
Sspeclalinind en WWicbislogia

disparar una respuesta de adaptacion que pudiera ser importante en la
.supervivencia de patogenos causanies de brotes por el consumo de alimentos
oontaﬁwinados.

En estudios realizados en S. {yphimurium se determind gue -una
exposicion de la bacteria a una acidez media a pH de 4.4 indujo una RTA la

cual protegid a las células de los acidos débiles tales coma el butiricg, acético

o propionico ( Baik, H.S, et af ., 1996).

La adquisicién de tolerancia al pH acido y la sintesis de PCHA son un
factor muy importante que puede influir €n la supervivencia de C. perfningens y
por lo tanto en su patogenicidad. Se sabe que durante su paso por el
estomago, esta bacteria es sometida a ambientes acidos los cuales soporta
para llegar al intestino delgado donde finalmente produce la enfermedad.
Ademas es de especial interés estudiar 'a capacidad de |a bacteria para resistir
a estas cambios de pH similares a los que son sometidos los alimentos durante
su proceso y almacenaje; ya que la presencia del organismo en ellos puede
gcasionar enfermedades alimentarias muy importantes. En general existen
muchos estudios de las PCHA sobre todo en £ ¢ali, Salmonella, Shigella , mas
sin embargo no hay informacion sobre estas proteinas en C. perfringens, por lo
que uno de los objetivas de este trabajo fue determinar su presencia en las
células vegetativas de esta bacieria y ver su relacién con el mecanismo de
tolerancia acida adquirida, ya que en las investigaciones realizadas a la fecha

se ha establecido que hay organismos gque presentan mecanismos de
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adaptacion a medios ambientes desfavorables como un cambio en la
temperatura o en pH, y que esla supervivencia involucra la sintesis de
proteinas, la adquisicidn de tolerancia, la induccidn de proteinas inmundgenas,

etc, que les permiten sobrevivir en estas condiciones.

RESPUESTA CRUZADA

Se han realizado diversas investigaciones en el 4rea de la llamada
proteccion cruzada, es decir, [a adquisicion de tolerancia o resistencia a un
cierto tipo de estrés, al ser sometido previamente a un factor estresante
diferente. Estudiando este aspecto Berg, G. R., et &/, (1987), reportaron que las
levaduras psicotrofas Trichasgaron puliulans y Sporobalomyces salmonicalor,
presentaron la inducciin de PCHT cuando las células eran sometidas a
anaerobiosis. En otra investigacion realizada par Humprey, et al, (1991), se
reportd que Salmonella enteritidis PT4 mostrd adquisicion de termotolerancia
después de una exposicién previa a condiciones alcalinas. Se determind de
esta manera, que la adquisiciébn de termotolerancia fue debida a un estrés
diferente del choque térmico. Asi mismo se ha demostrado par Volker, U., et al
(1992). que las células de 8. sublilis podian adquirir halotolerancia al ser
sometidas a un choque térmico subletal y al crecer a bajas concentraciones de
sal inducia termotolerancia, aunque esta era menos, efectiva que la adquirida
por un choque térmico.

Estudiando la respuesta de proteccién cruzada en Saccharomyces

cerevisiae, lwahashi, H., ef al, (1991), encontraron que un choque térmico
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provela de una proteccion contra un subsecuente dano por presién hidrostatica;
y que la proteccidn contra altas temperaturas y alta presion podian estar muy
relacionadas fisiologicamente.

Un importante efecto de resistencia al acido acriiico y iones de cobre se
observo en células de E. cofi cuando fueron sometidas a un choque frio de 37 a
5 °C durante 80 min esto debido probablemente a que estos inhibidores
pierden su capacidad de penetrar en el organismo debido a un cambic en las
porinas después del chogue frio. Sin embargo cuando el inhibidor logra
penetrar al organismo se ha observado que éste tiene una mayor capacidad de
reparacion del dafo causado ya sea a membranas, DNA o enzirnés celulares
por los inhibidores (Whiting, G, C., ef al, 1995).

Flahaut, S., et al, (1996), observaron que cuando las células de
Enterococcus faecalis fueron sometidas a un estrés osmdtico moderado de
NaCl al 6.5% o 52% de sacarosa, se observd (a induccidn de resistencia a alta
presion osmética en un medio complejo ademas de una respuesta cruzada al
etanof al 22%, a los detergentes, al H,O; y en menor grado a una temperatura
letal de 62 °C.

Boutibennes et al., (1993) demostraron una respuesta cruzada en E,
faecalis cuando observaron que ias ceélulas al recibir un tratamiento previo con
etangl al 2% 6 4% adquirian un aumento de su termotolerancia y cuando
crecia a 45 4 §0 °C se aumentaba su tolerancia al etanol.

Para observar la pasibilidad de que un choque térmico o un chaque frig

confiera proteccién a las celulas de Thiobaciflus ferrooxidans a temperaturas
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normalmente fetales ya sea altas temperaturas o temperaturas de congelacion
se estudi6 la respuesta al choque térmico y al choque frio en diferentes cepas
de T. femooxidans, Huebert et al (1995) encontraron que a diferentes
temperaturas de choque téenmica esta bacteria podia adquirir termotalerancia
sin embargo ésta no proporcionaba proteccidn contra la pérdida de viabilidad a
la temperatura de cangelacion de =15 °C. Asi misma se abservd la misma
respuesta cuanda las celulas se sometieron a un chogue frio de 25 a 10 °C y
de 25 a 5 °C. El andlisis de las proteinas de choque témico reveld al menos la
presencia de una nuéva proteina y la elevada induccién de ocha proteinas de
choque térmica.

Varios estudios realizados nos muestran que la adaptacion acida
confiere resistencia a una gran cantidad de condiciones de estrés, incluyendo
calor, sales, Hz20,, cristal violeta y polimixina B. Sin embargo la adaptacion a
atros tipos de estrés no induce una significante tolerancia al acido. Esto implica
que la exposicion al acido puede ser percibida por la bacteria como un
indicador de estrés mas general, mientras que el calor, las sales y el H;O;
pueden ser sefiales de estrés mas especificos. Debido a que e! choque 4cido
induce resistencia cruzada a una gran variedad de estrés se ha sugerido que
las células que sufren un choque acido en el estdmago puedan ser preparadas
para resistir las condiciones desfavorables que se encuentran posteriormente
en el intestino (Bearson, S. et al., 1997).

Estudios realizados al respecto en E, coli demaostraron que el cambic de

las colulas de un pH 7.0 a 5.5 0 6.0, proporciont sensibilidad al alcali (pH 9.5)
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mediante una rapida respuesta fenotipica inducida. La sensibilidad se redujo a
un pH extracelutar de 5.0 y se elimind a un pH de 6.5. Se determind que esta
respuesta fue disparada por una acidificacion citoplasmica, mas que una
externa o periplasmica y fue necesario la sintesis de nuevas proteinas
(Rowbury, R.J. et al., 1886).

La prateccion cruzada también se pudo observar en células de E. coli
0O157:H7 y no O157:H7 que presentaron una RTA y una elevada respuesta al
choque dcido de células en fase estacionaria expuestas a 4cido lactico;
primeramente adaptadas a pH de 5.5 y posteriormente sometidas a un pH de
4.0 lo cual resultdé en una proteccién contra elevadas concentraciones de
cloruro de sodio (15%) y de lactato de sodio {(30%), sugiriendo al observar esta
proteccion cruzada, nuevas evaluaciones en cuanto a la combinacion de este
tipo de conservadores como control de este patdgeno ( Garren, D. M, ef al.,
1998).

El efecto del choque é&cido sobre la resistencia térmica de L.
monocytogenes también fue estudiada comc un mecanismo de proteccion
¢ruzada por Farber, J.M, (1992} en donde se determiné que una acidificacion
de las células con acido clorhidrico 0 acido acético por varios periodos de
tiempo proporciond tolerancia a las ¢élulas de Listeria en leche calentada a una
temperatura de 58 °C. Se establecidé que las ceélulas acidificadas durante 1 h
con HCI mostraron la mas alta termotolerancia con respecto a los controles

cuando se expusieran a 58 °C.
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La RTA inducida en L. monocyfogenes Scott A fue estudiada por
Okereke,. et a., (1996), cuando cultivaron las células a un pH de 54 y
posteriormente se transfirieron a un pH de 3.3 y 4.3. Ellos encantraron que as
células tratadas con un pre-choque acido y expuestas posterionrmente a un pH
de 3.3 fueron de 150 a 7500 veces mas resistentes. Sin embargo, en las
expuestas a un pH de 4.3 no hubo diferencia en cuantc a las células no
tratadas. Asi mismo se observé que cuando expusieron las células que
presentaron resistencia al pH acido, a diferentes concerﬁraciones de nisina
(0.03, 06, 1.2 y 1.5 g/mf), antimicrobiano que se usa en la industria de
alimentos como conservadar, se encontrd que las células fueron ligeramente
mas resistentes a la nisina que los controles, lo cual indicé que la RTA conferia
una limitada proteccién cruzada contra este antibidtico.

Humphrey., ef al., (1993), realizaron estudios similares en S. ententidis
PT4 y determinaron que cuando las células eran transferidas de una
temperatura de 20 a 3746 °C éstas presentaron una marcada tolerancia acida
y térmica, alcanzando la primera yna maxima induccion durante los primeros 5-
15 min después del cambio y esta respuesta era independiente de la sintesis
de proteinas; en contraste con la tolerancia térmica la cual alcanzé una
maxima induccién hasta los 60 min después del cambio y fue dependiente de la
sintesis de proteinas, mostrando que aunque la resislencia 4cida y termica se
pueden incrementar por una expasicion previa a una alta temperaturas de

incubacidn , los mecanismos involucrados son diferentes.
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Se han realizado estudios relacionados con la tolerancia al estrés y
proteccion cruzada en E. faecalis ATCC19433. Cuando estas células se
expusiéron a sales biliares, pH acido o choque térmico, se observd que las
células adaptadas a las sales biliares y al calor demostraron la induccién.de
una proteccién cruzada y tole;ancia homdlogas, sin embargo no hubo una
proteccion cruzada de las células adaptadas al calor hacia la tolerancia al acido
y el pretratamiento con sales biliares trajo como resultado una sensibilizacion al
mismo. En ese estudio Flahaut, S., et al,, (1996) observaron en el analisis de la
proteina total que cada tratamiento indujo un juego especifico de proteinas y
que algunas de éstas eran inducidas por mas de un tratamiento.

Leyer, et al., (1993) demostraron que un choque acido desarrollaba una
importante proteccion cruzada al calor, al estrés oxidativo, al estrés osmatica y
a la polimixina B en S. typhimurium. Sin embargo ni el chogue térmico, ni &l
osmoético indujeron tolerancia al acido. Asi mismo se observg que la adaptacion
acida incrementaba la hidrofobicidad de la superficie celular ya que se indujo la
sintesis de proteinas de la membrana externa sin embargo los componentes
lipopolisacaridos no fueron alterados, por lo que se determind que el
mecanismo de la proteccion cruzada inducida por el acido involucra cambios en
las propiedades de la superficie celular ademas del conocido mecanismo de
homeostasis de pH.

Este mecanismo se ha estudiado en aislados de S. enferica Enteritidis
PT4 con elevada tolerancia al calor, al acido y a!l H;O;, por Humphrey, T, J,

ef al., (1996) cuando los usaron para infectar raton, pollos o gallinaé ponedoras,
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en dande se observé que estos aislados fueron mas virulentos en ratén y mas
invasivos en gallinas ponedaras, particularmente en tejido reproductivo, sin
embargo no huba diferencia de caomportamiento en gallos.

Como podemos observar en las investigaciones realizadas, los
organismos poseen la capacidad de adaptarse a las diferentes condiciones
adversas que pueden enfrentar en el medio en que se desarrollan. De esta
manera el estudio de la adquisicion de tolerancia a bajas temperaturas en
C. perfiingens debido a un tratamiento con un choque fric subletal resulta ser
muy importante a fin de entender mas sobre la capacidad de supervivencia de
este palogeno, para poder establecer medidas de control contra este
microorganismo, por su posible influencia en la calidad sanitaria de los
alimentos, por o que uno de los objetives de este trabajo fue investigar en este
aspecto.

PCHF Y PCHA COMO ANTIGENOS INMUNODOMINANTES

Se ha observado que la respuesta al chogue témmico, esta ubicada a lo
largo de los reinos procarionte y eucarionte y se considera que las PCHT son
moléculas evalutivamente muy conservadas (Jindal, S. et af., 1989). Debido a
esto, estas proteinas pudiera predecirse para ser escasamente inmunogenicas,
sin embargo, la evidencia sugiere que pueden ser alguno de los mas
importantes inmundgencos de algunos agentes infecciosos. Investigaciones
posteriores corroboran lo anterior indicando que las PCHT eran buenos
inmundgenos en muchas infecciones y sugirieron que podia ser debido al

estrés impuesto por el hospedero durante la infeccion (Kaufmann, S, 1990).
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Una caracteristica importante es que la mayoria de las PCHT
inmunodominantes que se han enconirado, pertenecen a la familia PCHTE0 y
PCHT70. El papel de las PCHT en inmunidad es extenso. Se ha establecido
que las PCHT tienen funciones importantes en diferentes aspectas de la
inmunidad. Ademas estas proteinas de un gran niamero de patégenocs, figuran
entre los principales antigenos reconocidos por el sistema inmune. Durante las
infecciones bacterianas, la interaccion entre el patégeno y €l hospedero genera
situaciones de estrés para ambos organismos Se sabe que algunas de las
proteinas del estrés del patdégeno son antigenas inmuncdominantes e incluse
son factores de wirulencia por lo que se ha visto la posibilidad de utilizarlas
comQ vacunas cantra un grupo de enfermedades debido a la gran homologia
entre éstas en los diferentes organismos (Jaattela, M y D. Wissing, 1992).

En un estudic realizado con Y. enterocolitica se establecio que el
antigeno inmunodominante de 60 kDa, era una proteina de choque témico y se
ha visto que esta PCHT se ha encontrado en un amplio rango de bacterias
(Ogata et af, 1987). Este antigeno fue designado proteina antigénica de
reaccion cruzada (PARC) y fue ariginaimente identificada como una proteina
inmuncdominante en el suero de pacientes con vyersiniosis y en ratones
infectados experimentalmente can Y. enterocolitica (Ogata, S. et al., 1987).
Esta PARC fue producida bajo las condiciones de chogue térmico en
Y. enterocolitica pero s€ ha encontrado como un antigeno bacterial comun el
cual es distribuido en almenos 20 géneros bacterianos (Ogata, et al., 1987,

Yamaguchi, H. et al., 1989). Esta proteina mostré identidad inmunolégica para
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la proteina GroEL de E. cali, {Yamaguchi, H. ef al., 1990). En adicion a esta
PARC, otras 9 proteinas de choque térmico fueron detectadas en
Y. enterocolitica.

En algunos estudios se ha sugerido una relacién entre la supervivencia
de las bacterias patégenas en el hospedero mamifero con la sintesis de
proteinas de estrés durante la infeccién. En el caso de S. typhimurium, se ha
encontrado que la DnaK y GroEL son las proteinas de mayor induccidn
después de su entrada a los macrdfagos del hospedero en cultivos celulares
(Buchmeier, N.A. y Hefron, F., 1990). Ademas una proteina de choque témmica
de 66 kDa es la responsable de la union de esta bacteria a la mucosa intestinal
en cobayos, por la que se reconoce como un impertante factor de virulencia en
8l desarrollo de (a saimonelosis (Ensgraber, M. y Logos, M,N, 1892}

Los miembros de la familia GroEL estan altamente conservadas en el
reing procariote y son potentes inmundgenos los cuales estan reconocidas
fuertemente por el sistema inmune del hospedero durante |a infeccion. Diversas
homologos de la prateina GroEL de E.coli pertenecientes a la familia de 60
kDa han sido encontrados e involucradas en varias enfermedades acasionadas
por diversas bacterias cama Clamydia psittsci, C. trachomaltis, C. pneuminia,
Borrelia burdorferi (Jaattela, M y D. Wissing, 1992), Bordetella pertussis,
Legionella sp, Pseudomonas aeruginosa, M. leprae, M. tuberculosis (Young,
D.B. y T.R. Garbe, 1891).

Trabajando con B. abortus, Lin, J, et al (1992) encontraron que una

proteina de choque témico de 82 kDa era un antigeno reconocido
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predominantemente. Por ofro fado, en Pasteurella muitocida se han encantrado
4 proteinas de chogue térmico (70, 60, 40 y 36 kDa) que actiian como
antigenos inmunodominantes (Love, B. C. y D. C. Hirsch, 1994). De la misma
forma (Young,D., et al., 1991) reconocieron las PCHT de M. tuberculosis DnakK,
GroEL y GroES inducidas por un cambio de temperatura de 37 a 42 °C.
Tambien en diversos estudios realizados por Wu Y. at al.,, 1994, encontraron 4
proteinas de estrés de peso molecular de 45, 64, 10 y 12 kDa cuando las
celulas se sometieron a choque térmico, a un tratamienta alcalino o a ambos.
Ademas, estas proteinas fueron los antigenos mejor reconagcidos par
anticuerpos presentes en suero y mucosas intestinales. Asi mismo cuando se
analizaron los perfiles proteéicos de Haemophilus  ducreyi por
electrotransferencia y deteccion inmunolégica utilizando suerc de conejo
inmunizado y de pacientes enfermas con cancrosis, se encontro que una PCHT
de 58.5 kDa era altamente inmunogénica (Brown, T, ef af ., 1883).

De la misma forma (Heredia, N, et al ., 1898) al caracterizar las proteinas
que C. perfingens sintetizaba durante un choque térmico, se encontraran 7
proteinas diferentes, la mayoria asociadas a membrana, mientras que solo una
se presentaba principalmente en el citoplasma. Se observd que 2 de estas
PCHT se encuentran relacionadas inmunolégicamente con GrotL y DnaK de
L. lactis y E. coli.

Debido a la importancia que presentan las proteinas de estrés que
pueden actuar como antigenos inmunodominantes y por lo tanto intervenir en el

proceso de patogenicidad de cualquier agente infeccioso, consideramos de
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gran interés determinar si el microorganismo sintetiza PCHF y PCHA
inmunodominanies, ya que pensamos que esto pude contribuir al
entendimiento de la relaciéon patégeno-huésped que se presenta en el

desarrollo de esta enfermedad.
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HIPOTESIS

C. perfringens es capaz de inducir la sintesis de proteinas de choque frio y
proteinas de choque 4cido y adquirir resistencia a condiciones frias y acidas

extremas, cuando previamente es sametido a bajas temperaturas 'y pH acido

respectivamente.
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OBJETIVOS

1.- Determinar el efecto del choque frio y choque acido sobre el crecimiento de

células vegetativas de C. perfringens

2.- Demostrar el efecto del chogque frio ¥ chogue &acido en la adquisicién de

tolerancia a bajas temperaturas y pH dcidos extremos en células vegetativas.

3.- Determinar la duracion de la tolerancia adquirida al frio y a la acidez

respectivamente.

4 -Establecer el efecto del choque frio y choque acido sobre el patréon de

proteinas producidas por la bacteria.

5.- Detemminar los pesos moleculares de las principales PCHF y PCHA

producidas.

6.- Establecer la presencia de anticuerpos contra PCHF y PCHA de

C. perfingens en animales enfermos de gangrena gaseosa.,
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MATERIAL Y METODOS

MANTENIMIENTO DE LA CEPA.

En este trabajo se utiizé la cepa de C. perfingens FD- 1041
enterotoxigénica, proporcionada amablemente por el Dr. Stanley Harmon de la
Fle, Washington, D.C. E.UA.

La bacteria se mantuvo como cuitivo esporulado de reserva, en medio de
carne cocida segun Robertson (Willis, A.T., 1960) a =20 °C y se resembrd cada

12 meses.

INOCULQ:

A partir del cultivo de reserva se tomd una alicuota y se anadid en un
tubo con 10 ml de caldo con tiaglicolato y posteriormente se colocd en un bang
de agua a 75 °C por 15 min para activar el proceso de gemminacion de las
esporas. Posteriormente se enfrio a temperatura ambiente y se incubg a 37 °C

por 16 h.
EFECTO DEL CHOQUE FRIO SOBRE EL CRECIMIENTO DE C. perfringens

A parir de |a cepa activada, se inocularon al 1% tubos con 4 ml de calda

con tioglicolato de reciente preparacion. Los cultivos se incubaron a 43 °C en
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un bafio de agua y cuando alcanzaron la parte media de la fase logaritmica
(Aeoa 0.30-0.35, en un espectrafotometro Sequaia-Turner modelo 340), se
transfirieron a baifios de agua a 15, 20, 25, y 28 °C por diferentes periodos de
tiempo. Posteriormente los cultivos se retomaron a la temperatura de
incubacién original (43 °C), hasta alcanzar 8 h.

El crecimientc de los cultivos se determind cada h mediante lecturas
espectrofotometricas y cuenta viable en placa, utilizando medio nutritivo
compuesto de 1.0% extracto de levadura Difco, 1.5% tripticasa peptona, BBL y
1.5% agar, Difco. Una vez que las cajas soalidificaron, se {ncubaron en

anaerobiosis a 37 °C durante 24 a 48 h.

EFECTO DE LA BAJA TEMPERATURA EN LA ADQUISICION DE
TOLERANCIA AL FRIO.

La cepa FD-1041 se activd de la forma anteriormente descrita. Se
inocularon tubos al 1% conteniendo 4 ml de caldo con tioglicolato y se
incubaron los cultivos en un barfio de agua a 43 °C y cuando alcanzaron la
mitad de la fase logaritmica se transfirieron a un hafio de agua a 28 °C durante
80 min.

Después de aplicar el choque frio, las células se transfirieron a un bafo
de agua a 10 °C por diferentes intervalos de tiempo y posteriormente se
determind la supervivencia de Ias células mediante una cuenta viable en placa.
Se realizaron las curvas de muerte por duplicado (logse del numero de células

sobrevivientes contra el tiempo de exposicion a una temperatura especifica)

50



Licet Vllaonnal 7. Doctads an Fiencind Wetedologia
Eaperialidad o Wicralinlagia

para cada caso, y se determind el valor “D” {tiempo que tarda en disminuir un
logaritmo la poblacion bacteriana).

Se empied el método de regresion lineal y para la comparacidon de
pendientes se ulilizé el analisis de distribucion de “t" para muestras pequertas.
Los experimentos se realizaron por duplicado y al menos tres repeticiones de

cada uno de ellos.

DURACION DE TOLERANCIA AL FRIO

Para determinar la duracion de la tolerancia al frio adquirida, una vez que
fueran sometidos los cultivos al choque frio, se retomaron a la temperatura de
incubacion ariginal (43 °C) y se mantuvieron por 1, 2, y 3 h. Enseguida se

determind la tolerancia a 10 °C como se mencion6 anteriarmente.

EFECTO DEL CHOQUE FRIO SOBRE EL PATRON DE PROTEINAS

Se activé la cepa como se menciond anteriormente y a partir de ella se
inocularon tubos con Z mi de caldo con tioglicolato y se incubaron a 43 °C en un
bafo de agua. Cuando los cultivos llegaron a la mitad de la fase logaritmica se
sametieron a una temperatura de 28 °C y a los 5 min se le agrego 100uCvml de
una mezcla de cisteina y metionina marcadas con S (Trans ¥S-label, ICN
Biomedical) y se continué la incubacién durante 55 min mas. Posteriormente se
adiciond 2 mi de acido trclorcacético (TCA) al 30% frio para parar la
incarporacion y las muestras se colocaron en un recipiente conteniendo agua

con hielo a una temperatura de 2-4 °C durante 15 a 20 min.
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Durante este penodo se tamd una muestra del cultivo (5ul), cada 5 min ¥y
se colocd en el centro de un filtro de fibra de vidrio (Whatman, GF/A). La
muestra se sect y se coloco en una caja petri con TCA al 10% durante 5 min,
posteriormente el filtro se lavé en solucién salina al 0.85% y finalmente en
etanol al 95% por & min. Las fiitros secos se colocaron en frascos de centelleo
conteniendo cada uno S ml de difeniloxazol {PPO) al 5% disueltc en tolueno. La
radioactividad se determiné mediante un contador de centelleo liquido Tm
Analytic Delta (mod. 300) y se utilizé un estandar de carb(mo para las lecturas.

Las muestras se analizaron durante 1 min cada una.

EFECTO DEL CHOQUE ACIDO SOBRE EL CRECIMIENTO DE

C. perfringens

A partir de la cepa activada, se inocularon al 1% tubas con 4 mi de caldo
infusidn cerebro corazén (ICC) pH 7.0 de reciente preparacion. Los cultivos se
incubaron @ 43 °C en un bafio de agua y cuando alcanzaron (a parte media de
la fase logaritmica (Asg00.30-0.35, en un espectrofotometro Sequoia-Tumer
modelo 340), se sometieron a diferentes grados de acidez a pH de 2.0-5.0
utilizande HCI 2M ( Sigma Chemical Co) por diferentes periodos de tiempo.
Posteriormente los cultives se retomaron a su pH original de 7.0 con NaCOH 2M
(Sigma Chemical Co), hasta alcanzar 8 h.

El crecimiento de los cultivos se determindé cada h mediante lecturas

espectrofotomeétricas y cuenta viable en placa, utilizando medio nutritiva
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(extracto de levadura 1.0%, tripticasa peptona 1.5%, y agar 1.5%). Una vez que
las cajas solidificaron, se incubaron en anaerobiosis a 37 °C durante 24 a 48 h.

EFECTO DEL pH ACIDO EN LA ADQUISICION DE TOLERANCIA

INDUCCION DE LA RESPUESTA A LA TOLERANCIA AL ACIDO (RTA)

La cepa FD-1041 se activd de la farma anteriormente descrita. Se
inocularon tubos al 1% conteniendo 4 ml de caldo ICC pH 7.0 y se incubaron los
cuitivos en un bano de agua a 43 °C y cuando alcanzaron la mitad de la fase
logaritmica (Aggg de 0.30 a 0.35) se sometieron a un ¢hoque acide a pH de 4.5
por 20 min. Despu€s de este tiempo, las células se sometieron a los ensayos de

tolerancia al acido.

MEDICION DE LA RTA:

Despues de aplicar el choque acido a pH 4.5 por 20 min, las celulas se
sometieron a un pH de 3.5 por diferentes intervalos de tiempo y posteriormente
se determind la supervivencia de las células mediante una cuenta viable en
placa. Se realizaran Ias curvas de muerte por duplicado (logip del numera de
células sobrevivientes contra el tiempo de exposicibn a una temperatura
especifica) para cada caso, y se determind el valor ‘D" (tiempa que tarda en

disminuir un logaritmo la poblacién bacteriana)
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Para el trazado de a linea recta se empleé el método de regresion lineal
y para la comparacion de pendientes se utilizd el analisis de distribucién de *t"
para muestras pequefias. Los experimentos se realizaron por duplicado y al

menos tres repeticiones de cada uno de ellos.

DURACION DE LA RTA

Para determinar la duracién de la talerancia adquirida al dcido, una vez
que fueron sometidaos los cullivas al choque acido, se retormaron a su pH
original de 7.0 y se mantuvieron por 1, 2, 3 y 4 h. Enseguida se determiné la

tolerancia a pH 3.5, como se menciond anteriormente.

EFECTO DEL CHOQUE ACIDO SOBRE EL PATRON DE PROTEINAS

Para determinar |a incorporacién del isétopo *°S, primeramente se activa
la cepa como se menciond anteriormente y a partir de ella se inocularon tubos
con 4m| de caldo ICC y se incubaron a 43 °C en un bafio de agua. Cuando los
cultivos llegaran a la mitad de la fase logaritmica (Asge 0.30 a 0.39) se
sometieron a un choque dcido de pH 4.5 por 20 min y a los $ min se le agregd
100pCi/ml de una mezclia de cisteina y metionina marcadas con °S (Trans **S-
label, ICN Biomedical) y se continud la incorporacion durante 15 min mas.
Posteriormente se adiciond 4ml de acido tricloroacético (TCA) al 30% frio para

parar la incorporacion y [as muestras se ¢olacaron en un recipiente conteniendo

54



Licet Villamen? 7. Dacimads o floneias MW evsdologia
Essecintidar ou Wicnelialnpia

agua con hielo a una temperatura de 24 °C durante 15 a 20 min. La

incorporacion del isdtope se determind de la manera ya descrita.

METODOS DE ROMPIMIENTO CELULAR

Se probaron dos métodos a fin de obtener la mayor solubilidad de las

celulas para el anélisis de proteinas:

Método de Abraham y Road:

El paquete celular se resuspendié en 2 ml de amortiguador TES (Tris-
HCI 30 mM pH 8.0, EDTA 5 mM y NaCl 50 mM). En seguida se adicioné 0.4 ml
de lisozima de huevo (10 mg/mi en TES). Esta mezcla se incubd a 37 *C/30
min. En seguida se agregd 0.8 ml de EDTA 250 mM y se incubd nuevamente a
37 °C por 5 min. Finalmente se adicioné 0.5 ml de SDS al 10% y se incubd a

37 °C/ 5 min (Abraham, J.L. y J.|. Rood, 1995).

Método meodificado de Qoronfleh y Streips:

El paquete celular obtenido después de la centrifugacion de 2 ml de
cultivo, se resuspendio en 2 ml de amortiguador Tris-HCI 30 mM, pH 7.6,
ademas se adicion¢ lisozima de hueva a una concentracion de 500 pgé/ml y
DNAsa a una concentracion de 50 ug/mi. Se homogenizo y se incubo a 37°C

por 30 min, finaimente la suspensién se cangela a —-20 °C durante toda la
noche. Las muestras se secaron para su conceniracidon en un Liofilizador

(Labconco, Freeze Dry System 4.5) durante 8-10 h.
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Electroforesis en gel de poliacrilamida:

Para determinar las proteinas totales de las muestras obtenidas
anteriormente, se agregé a esta rﬁuestra 500l de agua bidestilada y un
volumen igual de amortiguador de muestra 4X de electroforesis (B-
mercaptoetancl al 20 %, SOS al 10%, azul de bromofenol al 0.02%, glicerol al
40% y Tris al 3% con un pH final de 6.8) se homogenizo y después se colocd en
un bari¢ de agua a 100 °C por 2-3 min (Lopes Gomes, S., et al , 1986,
Wallington, E.J., 1994). En todas las muestras se determind la radiactividad

{cpm) mediante el ensayo de incorporacion mencionado anteriormente.

Se utilizé el método de Qoronfleh y Streips para la solubilizacion de las
celulas en las muestras marcadas. Estas fueron ajustadas a 100,000 cpm y se
colocaron en un volumen de 15-50 ul. Se llevd a cabo una electroforesis en gel
de poliacrilamida en condiciones disociantes con un gel concentrador (2.5%) y
un gel separador (10%). Se aplicd 110 V para su concentracion y 130 V para su
separacian; se mantuvo durante todo el proceso una temperatura de § °C
mediante un sistema de enfriamiento en la cdmara (O'Farrel, P.H. 1975). Una
vez terminada la electroforesis, el gel se colocd en una solucion colorante de
azul de Coomasie R- 250 al 0.1%, metanol al 50% y acido acetico al 10%
durante 2 h en agitacion canstante. Posteriormente el gel se colocd en una
solucién destenidora de acido acetico al 10% con agitacion constante y se
hicieron varios cambios a fin de eliminar el exceso de colorante y poder

detemminar la ubicacién de los marcadores de peso molecular: anhidrasa
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carbdnica bovina (PM 29 kDa), albimina de hueva (PM 66 kDa), fosforilasa B
(PM 97.4 kDa), B galactosidasa (PM 116 kDa), y Miosina (PM 205 kDa), los

cuales se adquirieron en la Companiia Sigma Chemical Co.
Fluorografia:

Despues de |a electrofaresis y el tefiido de los geles, estos se colocaron
en una solucion de dimetilsulféxido (DMSQ) concentrada durante 1 h y se
hicieron 2 recambios mas permaneciendo los geles en agitacion constante.
Posteriarmente los geles se colocaron en una solucién de difenil oxazol (PPO)
al 22% disuelo en DMSO y se mantuvo en agitacion durante 12 h. En seguida el
gel se lavé con agua durante varias ocasiones con agitacidn constante hasta
eliminar el exceso de PPO (Harlow, E. y D. Lane, 1988). Este método se realizd

para intensificar la sefial y tener mejores resultados.
Secado del gel:

Después de |la flucrografia el gel se colocd en una solucion que contenia
metanol al 20%, acido acético al 7% y glicerol al 5% por 20 min en agitacion
constante. El gel se deshidratd en un secador de geles marca Bio Rad modelo
543. Se colocd primeramente una capa de papel filtro humedecida con agua y
sobre ella el gel una vez sacado de (@ solucion de metanol, acida aceético y
glicerol. El gel y el papel filtro se cubrieron con plastico a fin de evitar
contaminacién con radiactividad y se aplicd una temperatura de 60 °C durante

15h.
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Autoradiografia:

Cuando el gel estuve seco, en un cuarto obscuro se colocd este sobre un
cassette de exposicidn y enseguida se colocd una pelicula Kodak X-Omat. El
cassette se guardo en bolsas de plastico y se mantuvo a —20 °C por 1 a varias
semanas. Después se reveld (a pelicuia colocandola en una solucion reveladora
(Kodak), de la cual se tomé 103 ml y se aford a 473 ml con agua destilada y se
mantuvo durante 2 min. Posteriormente para detener la reaccidn se pasé a una
solucidn stop bath (Kodak) durante 30 seg de la cual se tomaron 20 ml y se
aforaron a 500 ml con agua destilada. En seguida se colocd en una solucién
fijadora (Kodak) par 2 min, de la cual se tomé 103 ml y se aford a 473ml con
agua destilada. Finalmente se paso la pelicula a un recipiente con agua en

circulacién y despues se deja secar al aire.
DETECCION DE PCHF y PCHA INMUNCDOMINANTES

INDUCCION DE PCHF Y PCHA:

La induccion de las proteinas se hizo de la manera ya descrita, sin
agregar aminoacidos ya marcados. Las células se solubilizaron por el método
de Qoronfieh y Streips y se ajustaron a una concentracion de 0.4mg por mi
(Bradford, M.M, 1976) y se separaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida bajo condiciones disociantes utilizande un gel concentrador al 5%
y un gel separador al 10%. El sistema se corri0 a 120V por 4 h

aproximadamente y las proteinas separadas fueron transferidas a una
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membrana de nitrocelulosa (electrotransferencia) para posteriormente realizar la

inmunodeteccion.
ELECTROTRANSFERENCIA

Después de la electroforesis el gel se colocd en un amortiguador de
equilibrio (Tris-HCI 25 mM pH 68 glicina 192 mM y metanol al 20%) por 15 a
20 min. La electrotransferencia se llevé a cabo en una camara Bio Rad, madelo
200/0.2. En la placa del portagel se colocd una esponja humedecida con el
amortiguador antes mencionado, después una hoja de papel filtro humedecido
también y sobre éste el gel. La membrana de nitrocelulosa humedecida con el
amortiguador de equilibrio se colocd sobra el gel y sobre ésta, otra hoja de
papel filtro y finaimente ofra esponja humedecida. El sistema se colocd en la
camara de transferencia liena con amartiguador de equilibrio frio y se corri a

360 mA por 4 h con un sistema refrigerante a 4 °C.
INMUNODETECCION

La deteccion de proteinas inmunodominantes se realizd mediante la
inmunodeteccion utilizando suero de conejos infectados previamente con la

bacteria, en los cuales se desarralld un cuadro gangrenoso localizado.

Una vez concluida ia transfarencia, la membrana de nitrocelulosa se
calocd en una solucion de Tris-HCI 20 mM pH 7.5 con NaCl 500 mM y leche
descremada en palvo al 5% p/v y se mantuvo por 12-16 h a temperatura

ambiente con agitacion constante. Posteriormente se elimind la solucién y se
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lavé en tres ocasiones con Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 500 mM y Tween 20 al
0.05%. Las membranas lavadas se pusieron en contacto con el suero de conejo
enfermo de gangrena gaseosa (1:50C en TBS: Tns 20 mM, NaC! 500 mM, pH
7.5 can gelatina 1%) por espacio de 3 h a temperatura ambiente y agitacion
constante. En seguida se lavd nuevamente por tres ocasiones con TBS y
después se agregé el anticuerpo anti IgG de conejo conjugado con peroxidasa
(Sigma Chemical Co) el cual se diluyo 1:2500 en TBS con gelatina al 1%. La
reaccidn se llevé a cabo par espacio de 3 h a temperatura ambiente y con
agitacién constante. Finaimente se agregd el sustrato de la enzima: perdxido de
hidrégeno (Sigma Chemical) al 0.06% (v/v) y una solucidn reveladora: HRP 4-
cloro-1-naftol (Bio Rad) para llevar a cabo la deteccion colorimétrica en los sitios
donde hubiese reconocimiento entre las proteinas separadas y el suero del
animal. Se dejo en incubacion hasta la aparicion de bandas calor magneta y la
reaccidn se detuvo lavando las membranas con agua destilada en tres

ocasiones.
DETERMINACION DE PROTEINAS

METODO DE BRADFORD.- Se tomé 100ul de la solucién problema y se
anadid 5 ml del reactivo de Bradford (azul brillante Coomasie G-250, 100 mg,
50 ml de metanol al 85% y 100 ml de acido fosférico al 85%, la mezcla se aford
a 1 litro con agua bidestilada). Se mezclé y se dejé repasar por 15 min. Se
determind |la absorbancia a 595 nm. Se utilizaron diferentes concentraciones de
albimina sérica bovina como estandares. Las proteinas en las muestras se

detenminaron mediante una curva estandar Fig.1 (Bradford M.M., 1976).
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Fig 1.- Curva estandar para la determinacién de proteinas por el método de Bradford
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EFECTO DE UN CHOQUE FRiO EN EL CRECIMIENTO DE C. perfringens

Para |a aplicacion del choque frio, las células se sometieron a diferentes
temperaturas con el fin de establecer aquella que provocara un dafio subletal a
la célula, de modo que |le permitiera recuperarse posteriormente. Cuando las
células se sometieron a choques frios de 43 °C a 10, 15 y 20 °C por diferentes
periodas de tiempo (20 30 y 60 min) se observd una disminucién en la densidad
celular o |a falta de crecimiento lo cual no pemmitid la recuperacion de las células
(Figs. 2, 3 y 4) por lo que descartamos estas lemperaturas ya que

probablemente las células fuercn dafiadas sin una recuperacion aparente.
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Fig 2.- C. perfnngens cultivado en medio de tioglicolato de sodio
y sometido a un choque friio de 43 a 10°C

62



Licet Yttawieat 7. Doctmads ov (lioedas Rusalradas

Especiatidad ou Wicabiotogia
1e+10
1e+9 -
3
3
£
2 1e+3 3
el
-]
=3
w
]
S 1ev? -
% 3
(8}
1e+g
J -~ control
--p-- choque 20 min
—8— choque 30 min
1e+5 r y T T T r
0 1 2 3 4 ] 8 7

tiempo (h)

Fig 3.- C. perfringens cultivado en medio de tioglicolato de sadio
y sometido a un choque fricde 43 a 15°C
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Fig 4.- C. perfringens cuttivado en medio de tioglicolato de sodio
y sometido a un choque frio de 43 a 20 °C
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Cuando aplicamos un choque frio de 43 a 28°C por 60 min se observé que la
densidad dptica de los cultivos fue muy similar a la de las células control. Asi
mismo cuando realizamos la curva de crecimiento y llevamos a cabo una
cuenta viable en placa chservamos que las células sometidas al choqueAfrio
crecieron de una manera muy similar alcanzando nimeros semejantes a los del
control (Fig 5). De tal manera que escogimos esta temperatura de choque

como la condicion subletal para las células de C. perfringens
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Fig .- C. perfringens cultivado en medio de ticglicolato de sodio
y sometido a un choque frio de 43 a2 28 °C
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TOLERANCIA AL FRIO POR UN CHOQUE FRIO PREVIO

Con respecto a los ensayos de tolerancia al fria nosotros pudimos
cbservar que las celulas fratadas con un choque frio subletal de 28 °C por 60
min (pre-choque) adquirieron mayor telerancia a 10 °C que las células control.
En la curva de muerte (Fig 8) podemos observar la scbrevivencia de las células
tratadas a través del tiempo. A partir de las curvas de muerie obtenidas se
determinaron los valores de letalidad “D” para este tratamiento (Tabla 1). Se
pudo observar que la aplicacion de un pre-chogue frio elevo significativamente

la tolerancia de las células a 10 °C con respecto al control.
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Fig 6§ - Curva de supervivencia de C. perfringens, cultivado
a 43 °C y sometido a un pre-chaque de 28 °C por 60 min.
Inmediatamente después se sometio a 10 °C
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C. perfringens 010(min) Media (X) Desv. Std. Diferencia
FD-1041 estadistica
P< 0.05
CONTROL 30 318.7 +/-15 Significativa
CHOQUE 455 326.7 127 9

Tabla 1.- Valores de letalidad a 10 °C de células de C. perfringens FD-1041,
incubadas a 43 °C y sometidas previamente a un choque frio de 28 °C por 1 h.
El ensayo de tolerancia se realizd inmediatamente después del pre-choque frig,

DURACION DE LA TOLERANCIA ADQUIRIDA AL FRIO

Al estudiar la supervivencia de las celulas a 10 °C aplicado
inmediatamente después del pre-chaque, pudimos observar que las células
fueron mas tolerantes a esa temperatura que los contrales y que cuando se
analizo 2 h después del pre-choque frfo, se mostré una tendencia muy similar
ya que las células no tratadas fueron mucho mas sensibles que aqueilas que
recibieron el pre-choque (Fig 7). Sin embargo cuando aplicamos el tratamiento
alas 2.5 h después del pre-chaque frio, pudimos observar que las céiulas que
recibieron el tratamiento mostraron una sensibilidad similar a la de los controles

(Fig 8). Los valores D para cada tratamiento se muestran en la Tabla 2.
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Fig 8.-Curva de supervivenda de C. perfringens, cultivado a 43 °C
y aometdo a un pre-choque de 28 *C por 60 min.
2.5 h degpués 86 somelid a 10 °C.
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D10 (min) Desv Std.
TIEMPQ DE Control Choque control | chaque | Diferencia
TOLERANCIA ' estadistica
(h) P<0.0§
0 30 455 15 127 Significativa
2 16 130 2.08 16.07 | Significativa
2.9 23 20 2.83 1.41 No significativa

Tabla 2.- Valores de letalidad a 10 °C de células de C. perfringens FD-1041
incubadas a 43 °C y sametidas previamente a un choque frio de 28 °C por 1 h.
Los ensayos de tolerancia se realizaron a diferentes tiempos después del pre-
choque frio.

EFECTO DE UN GHOQUE FRIO SOBRE EL PATRON DE PROTEINAS
METODO DE ROMPIMIENTO CELULAR
Se probaron los dos métadas reportados, el de Abraham y Rood y el de
Qoronfleh y Streips modificado. Sin embargo cuando aplicamos el primero
detectamos una gran dilucion de la muestra dificultando su concentracién. En el
segundo método logramos concentrar mas la muestra para la determinacion de
las proteinas, por lo que decidimos para las siguientes determinaciones usar el

meétodo madificado de Qoronfleh y Streips.
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CONCENTRACION DEL ISOTOPO A UTILIZAR

En estudios previos se utilizaron varias concentraciones del isétopo a fin
de establecer la concentracion ideal para una mayor incorporaciéon. Se utilizaron
concentraciones que fueron desde 12-75 uCi/ml encontrandose muy poca
incorporacion. Sin embargo cuando se utilizaron 100 pCi/ml se obtuvo una

buena respuesta como podemos observar en la Fig 9.
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Fig 9.- Curva de incorporacién de **S por las células de C. perfringens
durante un choque frio de 28 °C por 60 min
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ANALISIS DE LOS PATRONES DE PROTEINAS DE CHOQUE FRIO (PCHF)

Al analizar los perfiles proteinicos de las células tratadas con un choque
frio de 28 °C por 60 min pudimos observar que éste indujo 1a sintesis de PCHF
en la bacterna. Se demostré la induccion de al menos 7 prateinas caomo
respuesta a este tratamiente (Fig 10) y sus pesos moleculares fueron de 200,
105, 82, 70, 50, 45 y 10 kDa. De estos polipéptidos, cinco (PM 82, 70, 50, 45 y
10 kDa) presentaron un nivel de sintesis muy aumentado, en cambio las

proteinas 105 y de 200 kDa se indujeron en menar propaorcion.
DETERMINACION DE PCHF INMUNDDOMINANTES

Después de que se realizd |a induccion de las PCHF, se rompieran las
celulas, se separaran las proteinas por medic de electroforesis en gel de
paliacrilamida y se transfirieron a una membrana de nitracelulosa, se realizo la
inmunodeteccién utilizando Iovs sueras de los conejos con gangrena gaseosa,

tanto antes y después de la inoculacién con la bacteria.

Al analizar la reaccion del suero inicial con las proteinas de
C. perfringens par medio de la inmunaodeteccidn, no se observé ninguna banda
que nos indicara una posible exposicion previa del animal con el
microorganismo, En la reaccién con suero del conejo con gangrena gaseosa,
observamos varias bandas con diferencias entre los patrones de proteinas de la

bacteria cuando fue sometida al choque frio y al control (Fig 11), Se
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encontraron 4 bandas correspondientes a 105, 82, 70 y 10 kDa, en las cuales

su sintesis se incrementd debido al choque frio.
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Fig 10.- Autoradiografia de los patrones de proteina totales de C. perfringens
FD-1041 cultivado en caldo con tioglicolato a 43 °C, a) sometido a un choque
frio (28 °C por 60 min) a la mitad de la fase logaritmica, y b) controles. Los
marcadores de peso molecular se encuentran indicados en el lado derecho.
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Fig 11.- Inmunodeteccion de proteinas de C. perfringens. Carril (a), control y (b),
proteinas de celulas sometidas a un choque frio. Los marcadores de peso
molecular se encuentran indicados en el lado izquierdo.
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EFECTO DE UN CHOQUE ACIDO EN EL CRECIMIENTO DE C. perfringens

Se aplicaron diferentes condiciones de acidez con el fin de establecer
aquella que mostrara una disminuciéon del crecimiento pero que a la vez le
permitiera recuperarse posteriormente. Cuando las células se sometieron a
choques acidos desde pH 7.0 a 2.0, 2.5, 3.0 y 4.0 por diferentes periodos de
tiempo (20 y 30 min). Se detecté una disminucién en la densidad celular o la
falta de crecimiento lo cual no permitid la recuperacion de las células (Figs
12,13,14, 15a y 15b). Asi que descartamos estas condiciones de pH ya que
observamos que las células eran darfiadas sin una recuperacién aparente, por lo

que hubo que probar otras condiciones de pH mas altas.
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Fig 12 -C. perfringens cultivado en medio ICC
y sometido a un choque acido depH 7.0a 2.0
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Fig 13.- C. perfnngens cuflivado en medio ICC
y sametido a un choque acidode pH 7.0a2.%
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Frg 14.- C. perfingens cultivado en medio ICC
y sametido a un choque acidode pH 7.0a 3.0
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Fig 15a.- C. perfringens cultivado en medio ICC
y sometido @ un choque acido de pH 7.0 a 4.0
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Fig 15b.- C.perfringens cultivado en medio ICC
y sometido a un chaque acido de pH 7.0 a 4.0
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Cuando aplicamos un choque acido a pH de 7.0 a 4.5 por 20 min se observd
una detencién moderada en la densidad celular pero posteriormente las células
fueron capaces de recuperarse (Fig 16a). Asi mismo cuando realizamos la
curva de crecimiento y llevamos a cabo una cuenta viable en placa observamos
que las células sometidas al chogue acido presentaron una disminucion
moderada en la viabilidad inmediatamente después del choque acido, sin
embargo las celulas se recuperaron alcanzando cifras semejantes a las del
control (Fig 16b). De tal manera que escogimos esta condicidn de pH subletal

para las células de C. perfringens.
INDUCCION DE LA RTA DEBIDO A UN CHOQUE ACIDO PREVIO

Can respecto a los ensayos de tolerancia al acido se pudo ohservar que
las células tratadas con un choque acido subletal de pH 4.5 por 20 min (pre-
choque) adquirieran mayor tolerancia a un pH de 3.5 que las células control. En
las curvas de muerte (Fig 17) podemos observar la sobrevivencia de las células
tratadas a traveés del tiempo. A partir de éstas se determinaron los valores de
letalidad “"D" para este tratamiento (Tabla 3). Se pudo observar que la aplicacion
de un pre-choque acido elevd la tolerancia al acido hasta 15 veces a pH 3.5

con respecto al control
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Fig 16b.- C. pefringens cultivado en medio ICC
y sometido a un chogque acidode pH 7.0a 4.5
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Fig 17.- Curva de supervivencia de C. perfringens, cuftivade a pH 7.0
y sometido a un pre-chogque de pH 4.5 por 20 min.
Inmediatamente después se sametid a pH 3.5

C. perfringens D3.5 (min) Media (X) Desv Std Diferencia
FD-1041 estadistica
{P< 0.05)
CONTROL 48 6.97 +/-2.71 Significativa
CHOQUE 75 85.33 +/-156.37

Tabla 3.- Valores de letalidad a pH 3.5 de células de C. perfringens FD-1041
incubadas a pH 7.0 y sometidas previamente a un choque acido de pH 4.5 par
20 min. El ensayo de tolerancia se realizd inmediatamente después del pre-

choque acido
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DURACION DE LA TOLERANCIA ADQUIRIDA AL ACIDO

Cuando estudiamos el efecto del choque acido a pH 3.5 aplicado
inmediatamente después del pre-choque, pudimos abservar que estas células
fueron hasta 15 veces mas tolerantes al acido que los controles. Cuando
aplicamos este mismo tratamiento a la segunda h después del pre-choque
acido, la tolerancia al acido se mantuvo aungue mas moderada ya que las
células fueron aproximadamente 7 veces mas tolerantes que el control (Fig 18).
En la curva de muerte pudimos observar que esta tolerancia se mantuvo adn a
la tercera h posterior al tratamiento, obteniéndose células hasta 4 veces mas
tolerantes (Fig 19). Finalmente cuando aplicamos el tratamiento a las 3.5 h
después del pre-choque acido (Fig 20), no se encontrd diferencia significativa
entre la tolerancia al acido de las células tratadas con el pre-choque y los
controles, ya que las células que recibieron el tratamiento fueron sensibles al
acido de _forma similar que las células no tratadas. Los valores D para cada

tratamiento se muestran en la Tabla 4.

79



Licet Yblumest 7. Dectomury o 2
Edperiatidad o Wiombistagiy

Calulas viablea/ml

Células viables/ml

1e48 o

te+d

Ll o]

184§

T
a 5 10 18 20 28

8 |

%
Termpa (min)

Fig 18.- Curva de supervivancia de C. perfingens, cutivado & pH 7.0
y sometido a un pre-chaque de pH 4.5 por 20 min.
2 h después se sometid a pH 3.5
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Fiy 19.- Curva de supervivencia de C. perfingens, cuttivado a pH 7.0
y sometido a un pre-choqus de pt 4.5 por 20 min.
3 h después ¢ sometid a pH 3.5
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Fig 20.- Curva de supervivencia de C. perfringens, cultivado apH 7.0
y sometidd & un pre<choque de pH 4.5.
3.5 h despugs se sometid 2 pH 3.5
D3.5 (min) Desv Std
TIEMPO DE control Choque control | choque Diferencia
TOLERANCIA estadistica
(h) P<0.05
0 4.8 75 2.71 15.37 Significativa
2 5 35 1.79 1 Significativa
3 11 42 091 12.47 Significativa
3.5 9.4 12 0 0 No signuficativa

Tabla 4.- Valores de letalidad a pH 3.5 de celulas de C. perfringens FD-1041
incubadas a pH 7.0 y sometidas previamente a un choque acido de pH 4.5 por
20 min. Los ensayos de tolerancia se realizaron a diferentes tiempos después
del pre-choque acido.
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ANALISIS DE LOS PATRONES DE PCHA
El método de rompimiento celular que se utilizd para este fin fue el
mencionado anteriormente al igual que la concentracion del isétope utilizada fue

asi mismo de 100 uCi/ml en donde obtuvimos una buena incorooracién (Fig21).
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Fig 21.- Curva de incoporacién de *>S por las células de C. perfringens
durante un choque acido a pH 4.5 por 20 min

Al analizar los perfiles proteinicos de las células tratadas con un choque
dcido de pH 7.0 a 4.5 pudimos observar que este choque acidg indujo la
sintesis de PCHA en la bacteria. Se demostrd la induccion de al menos §
proteinas como respuesta a este tratamiento (Fig 22) y sus pesos maleculares
fueron de 120, 84, §8, 45 y 17 kDa. De estas polipéptidos, tres (PM 84, 58, y 17
kDa) presentaron un nivel de sintesis muy aumentado, en cambio las proteinas

de 120 y de 45 kDa presentaron una menor induccian.
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Fig 22.- Autoradiografia de los patrones de proteina totales de C. perfringens
FD-1041 cultivado en medio de ICC a pH 7.0 y a) sometido a un choque acido
(pH 4.5 por 20 min) a la mitad de la fase logaritmica, b) controles. Los
marcadores de peso molecular se encuentran indicados en el lado derecho.
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DETERMINACION DE PCHA INMUNODOMINANTES

Después de que se realizo la induccién de las PCHA, se rompieron las
células, se separaron las proteinas por medio de una electroforesis en gel de
poliacrilamida, se fransfirieron a una membrana de nitrocelulosa, y se realizé la

inmunodeteccion de la forma anteriormente descrita.

En la reaccién con suero obtenido de conejos con gangrena gaseosa no
observamos diferencia notoria entre las proteinas del choque acido y las del
control (Fig 23) ya que lo perfiles proteinicos fueron muy similares en ambos

Casos.
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Fig 23.- Inmunodeteccién de proteinas de C. perfringens. Carril (a), proteinas de
células sometidas a un choque acido y b) control. Los marcadores de peso
molecular se encuentran indicados en el lado derecho.
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Durante esta investigacion consideramos de gran importancia observar el

efecto de la baja temperatura y el pH acido en C. perfringens ya que estos
factores gobiernan varios procesos metabélicos importantes en las células que
pueden ocasionar cambios en el comportamiento de las mismas ya sea durante
su crecimiento, en su capacidad de supervivencia y en la produccion de
proteinas y antigenos inmunodominantes.

Hace 20 anos los organismos grampositivos se habian considerado
resistentes al choque frio (Traci, P.A., et al, 1974). Muchas de las
investigaciones en este aspecto se han realizado en E. ¢coli y otros organismos
gramnegativos. Sin embargo un fenémeno similar se ha reportado en células de
Streptomyces hydrogenans , B. subtilis, y L. monocytogenes (Ring, K, 1985,
Jones, P.J, 1994, y Bayles, D.O. 1996).

Durante los experimentos para determinar las condiciones ideales del
chogue frio en las células vegetativas de C. perfringens, pudimos observar que
cuando aplicamos las temperaturas de 43 a 10 y 15 °C por 20 y 30 min se
presentd una disminucién muy marcada en la viabilidad de las células al grado
de no permitir una recuperacién posterior, debido probablemente a la muerte de
las células. Cuando las células se sometieron a un choque frio de 43 a 20 °C
durante 20 y 30 min, se observd una disminucion moderada en la viabilidad de

las células, sin embarge no se logr6 una buena recuperacion. Se ha
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demostrado que la temperatura minima para detectar la muerte de las células
por un choque frio estd entre 17 y 23 °C para estas células (Traci, P.A, y C.L.
Duncan, 1974) lo cual apoya nuestros resultados al observar una disminucion
de mas de una unidad logaritmica en la pablacién bacteriana en los anteriores
tratamientos. Cuando aplicamos un cambio en la temperatura de 43 a 28 °C por
60 min se pudo observar una pequefa disminucion en la velocidad de
crecimiento mas sin embargo no se detecté letalidad en la poblacion celular,
alcanzando posteriormente niveles semejantes a los del control.

Se ha demostrado que las ceélulas desarrollan un aumento en su
habilidad para sobrevivir a temperaturas extremas bajas, fendmeno conocide
como respuesta a la tolerancia al frio, si primeramente se adaptan a una
temperatura subletal fria (Thammavongs, T., et al, 19986).

La temperatura es uno de los factores que mas se utiliza en el control
sanitario de los alimentos. En muchos procesos sanitarios se utiliza la baja
temperatura como control microbiologico, esto pudiera conferir a la bacteria en
el alimento o producto una respuesta de resistencia a una mas baja
temperatura lo cual traeria graves consecuencias. Por tal motivo resultaba
interesante el estudic en C. perfringens de aquellos factores que pudieran
proporcionarle proteccion y asi mismo favorecer su supervivencia.

En los resultados obtenidos en este trabajo se encontrd que esta bacteria
es capaz de adquirir tolerancia al frio a una temperatura de 10 °C, al ser tratada

previamente con un choque subletal frio de 28 °C por 60 min. Esto nos
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demuestra que |la bacteria tiene una buena c¢apacidad de adaptacién a esta
condicidn desfavorable, lo cual concuerda con otras investigaciones realizadas
anteriormente con otros organismos, en donde la exposicion del
micreorganismo a una temperalura subletal fria, le confiere resistencia a un
choque frio letal posterior (Jones, P.G, et al. 1994; Huebert, et al. 1995,
Thammavongs, T, et al. 1996). Ademas pudimos observar que esta talerancia al
frilo se mantenia durante 2 h. Esto es impartante si tomamos en cuenta que la
baja temperatura es uno de los factores que mas se utiliza en la conservacidn
de los alimentos.

Cuando estudiamos la sintesis de prateinas durante el choque frio
tuvimos que utilizar una concentracién del marcador (*°S-cisteiina y *°S-
metionina) superior a la que la mayoria de los investigadores utiliza. En este
caso ulilizamas 100uCi por ml para poder obtener una incorporacion aceptable
por parte de las células, esto debido probablemente a que las c¢élulas se
cultivaron en un medio muy rico (caldo con tioglicolato) lo cual dificuftaba su
incorporacién.

Probamos dos métodos de rompimiento celular a fin de obtener el mejor
resultado y la posterior solubilizacion de las células. Cuando utilizamos el
metodo de Abraham y Road no logramos obtener buenos perfiles de proteinas
debide probablemente a que teniamos muy paca concentracién en nuestras
muestras, quiza por la gran cantidad de lisozima y detergente que se utilizan en

esta técnica. El método de Qoronfleh y Streips nos dio mejores resultados,
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logramos un buen rompimiento celular y una posterior concentracion de la
muestra o cual nos permitid obtener los patrones de proteinas.

Cuando estudiamos los patrones de proteinas producidas durante el
chogue frio, pudimos observar [a induccion de al menos 7 PCHF c¢on pescs
maleculares diferentes.

Varios investigadores han encaontrado que las principales PCHF
presentan pesos moleculares pequefios, como lo es en E. coli (Jones, P.G,,
1987), en B. (Whyte e Innis, 1992) y L. monocytagenes (Bayles, D.O., 1996). A
diferencia de estos reportes, nosotros encontramos algunas PCHF de peso
molecular elevado (200 y 105 kDa con poca induccidn, y de 82 y 70 kDa con
una mayor induccion) pero también observamos la induccion de algunas
proteinas de pese molecular pequeno camo lo fueron las proteinas de 50, 45 y
10 kDa con una mayor induccidn.

Para el analisis de las PCHF inmunodominantes utilizamos a) suerc de
conejo de dos semanas posteriores al desarrollo de la infeccién por la bacteria,
b) suerc de animales sanos y c¢) controles. Cuando analizamos por
inmunodeteccidn el suero de los animales sanos (antes de inocularlos), con |as
proteinas de C. perfringens, no se observaron bandas que nos indicaran la
presencia de anticuerpos contra las PCHF de la bacieria. Al analizar la
reactividad de los sueras extraidos después de inoculado el animal abtuvimos
bandas las cuales nos mostraban una diferencia entre los patrones de proteina

de los animales enfermos ¥ los de los controles. Se observo que C. perfringens
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produce al menos 4 PCHF que pueden actuar como antigenos
inmunodominantes.

Aunque se ha reportado que las principales PCHT inmunogénicas pertenecen a
las familias de los 60, 70 0 90 kDa, se ha encontrado que V. cholerae presenta
PCHT de 46, 23 y 16 kDa que son attamente inmunégenas (Gautam, K. S, &t
al., 1994), asi como Campylobacter jejuni en la cual se detectaron 4 proteinas
inmunogénicas de 64, 45, 12 y 10 kDa cuando las células se sometian a un
chogue térmico, alcalino o a ambos.

Las proteinas inmunodominantes que encontramos tuvieron pesos
moleculares de 105, 82, 70 y 10 kDa, lo cual nos indica que tenemos PCHF
inmunodominantes que pertenecen a la familia de PCHT 70 y 90 kDa, pero
también obtuvimos proteinas de bajo peso molecular como lo fue la de 10 kDa.

En este trabajo, investigamos también el efecto que pudiera tener el pH
acido en las células vegetativas de la bacleria ya que se conoce que es una de
las condiciones desfavorables mas frecuentemente encontradas por los
microarganismos tanto en la naturaleza como en forma patogénica (Bearson,S.,
1996).

Durante los experimentos para la detemminacidn de las condiciones
ideales del choque 4cido observamos que cuando los cultivos llegaban a la
mitad de la fase logaritmica, el medio de cultivo {caldo con tioglicolato) tenia un
pH cercano a 4.5, esto debido a |la gran cantidad de carbohidratos utilizados por

los microorganismos. Esta condicion no era adecuada para llevar a cabo
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nuestros experimentos en los cuales deseabamos aplicar choque acido de un
pH neutro a diversos grados de acidei. Por lo tanto decidimos cambiar de
medio dé cultivo a caldo infusién de cerebro y corazén (ICC) en donde
encontramos una buena capacidad para mantener el pH cercano a la
neutralidad durante el tiempo de los experimentos.

En los analisis en dande aplicamos diferentes grados de acidez en las
células vegetativas, pudimos cbservar que durante los choques acidos de pH
7.0 a 20, 2.5 y 3.0 se presentaba una disminucién en la viabilidad celular sin
una recuperacion aparente, esto debido probablemente a la muerte o dario de
las células. Sin embargo cuanda aplicamos un chaque acido de pH 7.0 a 4.0
pudimos ver que aunque la densidad celular no disminuia considerablemente
después del choque, |a viabilidad celular disminuia en mas de un logaritmo por
lo que decidimos aplicar un pH de 4.5. En este pH que aunque se detectaba
una pequefa disminucidon en la velocidad de crecimiento, no habia una
disminucion en la viabilidad celular por lo que decidimas aplicar esta condicion
apoyados en los reparte de Lyn M. O'Brien en 1996, que nos indican que un pH
adaptativo es el mas bajo pH en el cual las células adn se replican.

Debido a las enfermedades que produce este microorganismo,
consideramos de gran importancia estudiar el efecto de este estrés en fa
adquisicidn de tolerancia acida. Se ha observado que un choque acido medio
provoca resistencia a pH normaimente letales para las células (Foster, J. W,

1991; Park, K. Y., et @/, 1996; O' Hara, W. G, y A. R. Glenn, 1984). Muchos de
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los procesos de control sanitario utilizan acidos (propidnico, acético y butirico)
como conservadores de alimentos. La adaptacion al acido por los
microofganismos es de gran importancia en la industria alimentaria. Si en los
alimentos -prevalece un grado de acidez media, esto pudiera inducir la
adquisicion de tolerancia a un pH mas acido, permitiendo la supervivencia del
patégeno (Guifoyle, D. E, y I. N. Hirshfhield, 1995).

En nuestros resultados observamos que C. perfringens mostré
significativamente mayor supervivencia a un pH letal de 3.5 cuando se sometié
a un pH subletal de 4.5 por 20 min comparado con las células control. Esta RTA
mostroé células hasta 15 veces mas resistentes que los cultivos ho adaptados.
Este efecto puede jugar un papel muy importante en la supervivencia de la
bacteria ya que como patdégeno de alimentos, se podria someter a una acidez
moderada que es comun en un alimento y posteriormente pudiera ayudar a la
bacteria a sobrevivir en un medio a pH mas bajo como el del estbmago o resistir
a una acidez mayor en un tratamiento posterior. Estos resultados concuerdan
con lo expuesto por Davis, J. M., et al, (1996) en L. monocyfogenes, Karem, K.,
et al, (1994) en A. hydrophila, y Hartke, A, ef al., (1996) en L. lactis, por lo que
debemos de fomar en cuenta la capacidad de esta bacteria ya que como
patoégeno de alimentos, el estudio de los factores que pudieran favorecer su
supervivencia resulta muy importante. Por otro lado pudimos observar que la
RTA permanecio durante 3 h. Se ha comprobado que la intoxicacion alimentaria

producida por este microorganismo, ocurre después de ingerir alimentos
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contaminadas con gran numero de celulas viables,; este microorganismo al ser
ingerido debe de pasar por los entomos dcidos del estomago y parte del
intestino delgado para posteriormente esporular y producir [a enterotoxina
causante de la enfermedad. Par lo que una bacteria con buena capacidad de
supervivencia al pH acido podria ser capaz de resistir a estas condiciones.

Al estudiar la sintesis de protelnas durante el choque acido empleamos
las mismas condiciones que en el caso anterior en cuanto a la cantidad del
marcador de polipéptidos (**S<isteina y **S-metionina) y el métado de
salubilizacion, sin embargo €l medio de cultive que utilizamos para estos
experimentos (ICC) nos dificultdé un poco la incorporacién por parte de las
células debido probablemente a que este medio es muy rico nutricionalmente ya
que contiene una gran cantidad de cisteina y metionina, provocando una
competencia enire los aminoacidos marcados y los del medic de cuitivo para
incorporarse en las protelnas. Esta observacidn concuerda con el trabajo de L.
Phan-Thanh y T. Gormon, en 1995 en L. monacyfogenss en donde el medio
ICC dificulté la incorporacion del 3°S durante un chaque frio y térmico por lo que
en ese caso hubo la necesidad de utilizar un medio minimo especifico para esta
bacteria.

Al estudiar la sintesis de proteinas inducidas por un choque Acido,
pudimos observar la induccidn de al menos 5 PCHA de las cuales presentaran
una mayor induccion la de 84, 58 y 17 kDa, logrando observarse poca induccion

en las proteinas con pesos moleculares de 120 y 45 kDa. Se ha relacionado a
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las PCHA con la RTA en muchos microorganismos y se cree que estas son
responsables de la supervivencia de las células en medios de pH acido fuerte
(Foster, J. W, 1891). En nuestros resultados demostramos la presencia de
PCHA y RTA en C. perfringens.

Para el analisis de las PCHA inmunodominantes probamos también el
suero de los animales sanos para ver si estos habian estado expuestos al
microorganismo y obtuvimos los mismos resultados que mencionamos
anteriormente al no observar reactividad con las proteinas de la bacteria,
Cuando analizamos el suero de los animales enfermos no fue posible detectar
diferencias entre los patrones de proteinas de éstos y los controles, ya que
obtuvimos patrones proteinicos similares, por lo que pensamos que
C. perfringens no produce PCHA inmunodominantes en el caso de gangrena
gaseosa. Similarmente a nuestros resultados, a la fecha no hemos encontrado
reportes acerca de PCHA que actien como antigenos inmunodominantes, esto
pudiera apoyar nuestros resuitados al respecto y solo se ha reportado
adicionalmente a [as PCHT inmunodominantes algunas proteinas inmunégenas

producidas por C. jejuni por medio de un estrés alcalino.
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ONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos conclulr que:

1.- Las células vegetativas de C. perfringens desarrollaron tolerancia al frio
(10 °C) como consecuencia de un choque frig previo de 28°C por 60 min.

2 -La tolerancia de las células al frio (10 *C) se elevé de 2 a 3 veces con
respecto al cantrol, después de someterse a un choque frio previo (28 °C por 60
min).

3.- La tolerancia al frio en esas condiciones se prolongd durante 2 h después de
aplicar el tratamiento.

4 .- Lasa ceélulas de C. perfringens responden a un choque frio de 43 a 28 °C
induciendo 7PCHF de 200, 105, 82, 70, 50, 45 y 10 kDa.

§- En un cuadro de gangrena gaseosa se identificaron 4 PCHF
inmunodominantes de 105, 82, 70, y 10 kDa.

€.- C. perfringens desarralld una RTA al adquirir tolerancia a pH 3.5 como
consecuencia de una exposicion previa a un pH de 4.5 por 20 min.

7.- Un choque acida previo de pH 7.0 a 4.5 par 20 min, aplicado a las células
vegetativas de C. perfringens elevy la tolerancia al acido (pH 3.5) hasta 15

veces con respecto al control.
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8.- La tolerancia al acido en esas condiciones, se prolongd durante 3 h después

de aplicar el choque acido.

9.- El choque &cido a pH de 4.5 indujo la sintesis de 5 PCHA con pesos
moleculares de 120, 84, 58, 45y 17 kDa.

10.- No se identificaron PCHA inmunodominantes
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PERSPECTIVAS DE ESTUDIO DEL MECANISMO DE
TOLERANCIA AL FRIO Y AL pH ACIDO Y DEL ANALISIS
DE LAS PCHF Y PCHA EN C. perfringens.

Se sabe gue durante el praceso y almacenaje de los alimentos, éstos se ven
sometidos a bajas temperaturas y pH acido ya que son algunas de los
factores mas utilizados en su canservacion. En este trabajo se demostro que
lag celulas vegetativas de C. perfringens adquieren tolerancia a bajas
temperaturas y pH acide después de ser sametidas a condiciones subletales
previas. Pensamos que seria importante estudiar este aspecto en diversos
alimentos ya que sabemos que existen varias condiciones a factores que
pueden eliminar, disminuir 0 aumentar esta respuesta como lo son, la actividad

de agua, el oxigeno presente, la consistencia del alimento, etc.

Varios estudios realizados nos muestran que la adaptacién acida confiere
resistencia & una gran cantidad de condiciones de estrés, incluyenda calor,
sales, H;O; y polimixina B. Debido a que el choque &acido induce resistencia
cruzada a una gran variedad de estrés, serla de gran importancia conocer si
las células que sufren un choque acido pueden ser prepararse para resishir
condiciones desfavorables como las que se encuentran en el intestino
(alcalinidad, 4cidos grasos voldtiles, etc). Ademés a un choque térmicao, el cual
es muy frecuentemente utilizado en el control de los microorganismos o al

NaCl, ¢ lactato de sodic que son conservadores empleados frecuentemente en

el control sanitario de los alimemtos.
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Un estudio futuro sobre las protelnas de choque acido y proteinas de choque
frio encontradas podria enfocarse al aislamiente y purificacion para determinar
sus secuencias y observar si existen homologias entre éstas, y otras proteinas

encantradas en diversos microorganismos.

Seria muy importante investigar la funcion de las proteinas de choque frio
inmunodominantes reportadas en este trabajo y su posible relacion con la
virulencia de este patégenc; y determinar si estas proleinas pueden causar
inmunidad contra Ia infeccion por esta bacteria y ser utilizadas como vacuna

para [a prevencidon o tratamiento de infecciones por este microorganisma.
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