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RESUMEN

La esporulacion es el proceso que ocurre salamente en bacterias Gram
positivas y especificamente en e! género Bacilius. Este proceso inicia cuando
las celulas vegetativas las cuales a pasar por una etapa carencial de nutrientes
y la liberacién de varias rutas metabdlicas para la formacidn de esporas y
posteriormente la liberacién de estas. De este modo, tas fuentes de carbono y
nitrégeno tienen un papel importante dentro del metabolismo de este proceso y
la reduccién de los niveles de esta ultima se ha visto que dispara el proceso de
esporulacién. En base a esto se han disefiados medios para a obtenicién de
estas estructuras las cuales tienen gran importancia ya que durante la
formacion de las esporas y su liberacion cuando se liberan toxinas las cuales
estan involucradas en intoxicacicnes alime~tar as Ultimamente, se ha visto que
ciertos metabolitos secundanos generados €~ el medio de cultivo donde crecen

pueden estimular la esporulacicr En este 2223 2 se determind €f efecto de los

1)

sobrenadantes de cultivo de C cedrnge-s , Typhimurium producidos en
medio de esporulacion de Duncan y Stromg os cuales fueron agregados a
cepas nativas de C. perfringens para ver el efecto que tienen estos
sobrenadantes para inducir e incrementar la esporulacion. Los resultados que
se obtuvieron fueron que los sobrenadantes de C. perfringens estimuiaron
aumentado significativamente (9 58 veces) la cantdad de esporas de las cepas
nativas de C.perfingens con respecto al control. mientras que el sobrenadantes

de 5. Typhimurium en estas mismas cepas estimulé la esporulacion de cepas

nativas al menos 1.9 veces con respecto al control



Por otra parte, como un contral positiva se utilizé medio de Duncan y
Strong liofilizado y este fue agregado a las cepas nativas donde se observo un
incremento al menos 1.3 veces con respecto al control utilizado en donde no se
adiciono el medio. Por lo tanto, se concluyd que el medio de Duncan y Strong
influye en forma muy modesta para incrementar la esporulacien de este
microorganismo. Sin embargo, un incremento substancial se observo cuanda

agregaron los sobrenadantes de cuitivo de C. perfringens fueron inoculados.



SUMMARY

Sporulation is the process that ocurrs only in Gram positive bacteria and
specifically of the generus Bacilfus. This process start when vegetative cells
pass through nutrients starvation stage and actives many metabolic pathways
to spare formation and relase it. Thus. the sources of carbon and nitrogen play
an important role in the metabolism of this process. When the levels of nitrogen
source decrease, start the sporulation process begins. Many media have been
designed to obtain spores, which has a big importance, because during the
spore formation and relase of this structure, many toxins are sintetized and
released and these toxins are involved in food poisoning diseases. Recently,
certain secundary metabolites generated in the media can stimulate the
sporulation. This work, determines the effect of culture supernatains of C.
perfringens y Salmonella. ententidis var Typhimurium produced in sporulation
media of Duncan Strong. which was addz3 to native strains of C perfringens to
induce and Iincrease the leves of sporss The resulls ottained after adding
supernatant increased 9.58 fold the qua~izy of spores with resgect to control
Meanwhile. the supernatant culture of S Typhimurium growth in DS media.
estimulated 1.9 fold with respect to conircl A positive control was made with
Duncan Strong and agregated to native strains where it incresed 1.3 fold
versus control. We demaostrated that Duncan and Strong media does not
influence to raise the sporulation with respect to other treatments done in this

work, where the supernatatns culture were inoculated.



INTRODUCCION

Los miembros del género Clostridium son de las principales bacterias
anaerobias patégenas que afectan tanto a animales como humanos. Los
organismos pertenecientes a este género presentan algunas caracteristicas
muy particulares, son organismos gram positivos, crecen en ausencia de
oxigeno, forman esporas y pueden llegar a producir potentes toxinas. C.
perfringens es uno de los microorganismos anaerobios que se encuentra mas
ampliamente distribuido, ya que se ha encontrado en el suelo, agua, aire,

alimentos e intestino del hombre y animales (Rood J.|. et al, 1991).

Esta bacteria. posee una temperatura optima de crecimiento de 43 a
45°C, en un rango que va de 15 a 50°C Se ha reportado que en ciertas cepas
que crecen a su temperatura optima e! tempo dé generacion puede ser tan
corto como 7.1 mi~ siendc este € —enor tiempo reportado para cualguier
bacteria patégena ' /illardse~ R.R. e:z 1978). A través de los anos. se le ha
asociado como e - ~clpal proIucter 2= a gangrena gaseosa y a principios de
la década de los cuarenta. Knox y hMc Denald en Inglaterra y Mc. Clung en
E.U.A. reportaron por primera vez. que este microaorganismec era también
responsable de una intoxicacion alimentana. Esta enfermedad era producida al
ingerir alimento contaminado con células vegetativas, las cuales at esporular en
el intestino. producian conjuntamente la enterotoxina. Ademas. se reportd que
los sintomas caracteristicos incluian: diarrea y dolor abdominal severo

principalmente (Labbe et al 1981)
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Por otra parte, el proceso de esporulacion bacteriana es un fenémeno que
se presenta unicamente en miembros de los géneros Baciflus spp y Clostridium
spp. Este proceso implica la activacion de vias metabdlicas alternativas,
cambios estructurales y como resultado, se observa fa formacidn de una
estructura de resistencia denominada espora. Este proceso puede ser inducido
en gran parte por la reducciéon de los niveles de guanidinatrifosfato (GTP) y
ribonuciedtidos, debido a los bajos requerimientos nutricionales de las fuentes
de carbono, asi como a una baja en el nivel de nitrogeno del medio. Por o
anterior, las esporas farmadas son biogquimica y morfolégicamente diferentes a

las células vegetativas (Sauer U. et al 1995).

C perfringers secreta 12 tipos de toxinas extracelulares. siendo una de las
mas mcortantes 'a enterotoxina (Ert) de 35000 kDa causante de una
ntoxicac on alimentaria. Aunado a lo antercr. este microorganismo también
posee distintos atributos que pueden contribuir @ causar una intoxicacion
alimentaria com¢ son: 1) la habilidad de formar endoesporas resistentes,
permitiendo sobrevivir en alimentos incompletamente cocinados 2) una amplia
distribucion en diversos habitats entre los que se incluyen, suelo, agua, aire y
3) una gran habilidad de rapido crecimiento en alimentos contaminandolo a

niveles necesarios para producir la intoxicacion.



De acuerdo con lo anterior, la intoxicacidon en humanas ocurre cuando el
alimento esta contaminado con un gran nimero de celulas vegetativas (10°
ufc. mi'), las cuales son expuestas a la acidez del estomago y al lograr
sobrevivir, pasan al intestino delgado donde se multiplican y por dltimo

esporulan (Tang ef al 1887, Labbe ef al ,(1991 y Shih N.J et al. 1995).

Es durante este proceso de esporulacidn en el cual se expresa la
enterotoxina (Ent) representando entre el 15 y 30 % de la proteina sintetizada
por Ias células en esporulacion. Por lo tanto, la enterotoxina es acumulada en
las tales células y después es liberada junto con la espora madura por la
influencia de enzimas liticas. La toxina se une a un receptor de la membrana
del intestino delgado incrementande la permeabilidad y & *ermacion de poros.
lo que proveoca una pérdida del equilibrio de la presion os—ctica. resultando en
la destruccion de la merbrana y por ultimo la muerte <z . ar (McClane et af

19G86. Boquet et af 1998

C. perfringens puede ser encontrada formando par:z de la microflora del
suelo en forma de espora latente. siendo aislado con mayor frecuencia las
cepas del tipo A, a niveles de 10>-10* ufc/ml. Otras formas de encontrario
esporulado, es en heces fecales de humanoes. Se ha visto g.e en este material
se encuentra en un rango de 10*-10° esporas por gramo. donde la mayoria de
las cepas aisladas de esta fuente son cepas termoresistentes. y por ultimo
tambien es encontrada como céluia vegetativa en alimertos procesados ©

congelados (Labbe, R.G. ef al, 1989).
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C. perfringens es una de las principales bacterias anaerobias causante de
enfermedades transmitidas por alimentos a escaila mundial y estas representan
un riesgo significativo para la salud de la poblacion tanto en paises en via de
desarrollo como en los desarrollades. De tal forma, la Organizacion Mundial de
la Satud (OMS) ha estimado que un alto porcentaje de los 1,500 millones de
casos de diarrea y las tres millones de muertes resultantes en menares de
cinco afos son debidas a alimentos contaminados. Tan solo en América Latina
en 1995, se reportaron 15 brotes, de los cuales existieron 815 casos. Los
principales alimentos mas involucrados en la intoxicacion por C. perfringens
incluyen: carnes rojas, higado. pollo, mortadela y mayonesa. Ademas, se ha
visto que algunas especias utilizados para |la c-ecaracicn de diversos
alimentos. son una fuente potencial de contaminacié~ gc- ssporas (OMS-QPS

1997).

Rodriguez-Romo et al (1998) demostraron que £sces as de ampilo uso
en México tales como ajo y pimienta. contienen canticaces considerables hasta
de 500 u.f.c. por gramo de especia. Ellos detectaron el gene de la enterotoxina
en 8 cepas de 188 demostrando asi que el 4.25% de las muestras aisladas

fueron potenciaimente enterotoxigenicos.
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De esta manera, el profundizar los estudios de estimulacion de la
esporulacién por medio de factores extracelulares formados por las cepas de la
misma u otra especie de genero bacteriano, nos adentrara mas, sobre las
causas por la cual se gobiernan y se estimulan los procesas de esporulacion,
debido a que es de vital importancia los cambios bioquimicas y marfolégicos
que sufre esta bacteria para la formacion de la espora, asi como la sintesis de
la enterotoxina, la cual es determinante para provocar la intoxicacion

alimentaria causada por C. perfringens.
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ANTECEDENTES

La Esporulacidn de Clostridium perfringens:

Las esporas, las cuales son una de las formas de scbrevivencia mas
importantes que se conocen, son estructuras producidas por los géneros
Bacillus y Clostridium, los cuales pueden resistir temperaturas tan altas como
el punto de ebullicién del agua y condiciones extremas de desecacion. Algunos
reportes han indicado que el tratamiento térmico a esporas de C. perfringens
pueden resultar en esporas muertas. esporas sobrevivientes y esporas no
dafadas. algunas de éstas Gltimas. pueden tener danado el sistema de
germinacion lo cual hace necesarc adicionar lisozima o -tntos para su
germinacion (Adams D.C. et al 1973 y 1974, Ando et al “28C ; 1986 Barach

JT eta'1974. Cassier M. et al 1S58 ; Duncan C.L. etal *=72

Durarte la esporulacién bacteriana se generan cambics es:-Jcturales de la
célula y tioquimicamente se implica la activacion de rutas metaczolicas alternas.
Se ha demostrado que este proceso es similar entre las mismas especies de
clostndios. mientras que si difiere en diversos aspectos de formacion del
esporangio en comparacion con los del género Bacillus. La res stencia térmica
de las esporas puede estar relacionada con tres factores significantes; a)
deshidratacion del protoplasto, b) mineralizacion y ¢) adaptacidon térmica (Roper

G. et al 1976).
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En B. megatenum se ha visto que la deshidratacion del protoplasto de las
esporas puede influir en el aumento de la termotolerancia. La adaptacion
térmica ha sido asumida a ser inherente o un componente intrinseco molecular,
el cual esta genéticamente determinado. esto es, que las esporas de especies
termofilicas son mas resistentes que las especies mesdfilas y estas que las de
organismos psicréfilas. Sin embargo, existen especies que crecen a su
temperatura maxima y son mas resistentes que aquellas que crecen a su
temperatura optima o minima; estos factores parecen impuestos par elementos
genéticos (Beaman T.C. et al 1986). Por su parte, Heredia et al (1997) han
reportado en C. perfringens que la produccidon las esporas termotolerantes
aumenta drasticamente después de haber aplicado un chogue termica subletal

durante la esporulacion

Piggot et al. establecieron que |la escerulas on consta Ze ~ etapas (Fig.1).
la primera consiste 7 condensacian c2 'a c-omatina l2 2tapa |l implica la
formacion ce un septo por medio de una nvagiracion de la membrana hacia un
polo de la célula. En la etapa lll ocurre |a formacién de un protoplasto en fa
célula madre: la etapa IV consiste de un deposito de peptidoglicana entre las
dos membranas de! protoplasto de la espora. La etapa V se caracteriza por un
deposito de proteinas alrededor de la membrana externa. La etapa Vi es la
maduracion de la espora en cuyo tiempo desarrolla sus caracteristicas de
resistencia. Finalmente en la etapa VIl ocurre la lisis de la célula madre y la

liberacion de la espora completa (Piggot et a/ 1976).
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Aunado a la esporulacién, ofro aspecto importante, es la germinacion de las
esporas, la cual es descrita como la serie de reacciones bioquimicas
degradativas e irreversibles, que rompen fa latencia de la espora (Billon et a/

1996)

Fig. 1 Esquema del proceso de la esporulacion del género Bacilfus
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Debido a que C. perfringens no produce faciimente esporas in vifro, varias
estrategias han sido desarrolladas para lograr este fin. Diversos grupos de
investigadores han desarrollado medios especiales de esparulacion, entre los
cuales se incluyen al medio Eliner, el SEC, un medic basado en extracto de
levadura-tripticasa, el medio Same, y un medio modificado llamado Ellner-SEC
que fueron probados con cepas del tipo A (Hoeniger J. et al 1968). Estos
mismaos investigadores establecieron que con el medio Ellner obtuvieron un
porcentaje de 80 a 100% de esporulacion de C. perfringens tipo D observando,

su citologia por medio de un microscopio de luz y de contraste de fase.

La temperatura de incubacien y el c— sc~ dos carametros fisico-quimicos
que no solo pueden influir fisiologicame~te er el rzdio de cultivo durante la
formacion de esporas. sino gue tambie~ =n a proc_ccidn de enterotoxina. Se
ha reportado que la terperatura de esc2-uat cn €3 32 un rango de 35-40°C
En medios complejos como el de Duncan y Stronz los maximos niveles de
esporulacien son alcanzados en 7 h a 37°C La tesmperatura a I1a cual las
esporas son formadas tiene un efectc apreciable en su termoresistencia.
Garcia-Alvarado et al (1992) encontraron que las esporas formadas a una
temperatura de 37° C eran menos termoresistentes gue aquellas que fueron
formadas a 43°C. Otro factor que interviene es el pH. cuyo rango adecuada va

de 6.0-8.0 (Labbe et a/, 1581).



Labbé et a/ (1977) marcaron [a relacién existente entre la esporulacién y la
sintesis de enterotoxina en medios quimicamente definidos. Ellos encontraron
en la cubierta esporal cantidades significativas de enterotoxina y concluyeron
que la enterotoxina era un componente de la cubierta de la espora. Sin
embargo, Ryu y Labbé (1989) continuaron con la investigacion acerca de esto y
encontraron que la enterotoxina, es una proteina de 35 kDa, no era un
componente estructural mayor de la cubierta de esporas de C. perfringens.
Ellos determinaron que las proteinas relacionadas con la enterotoxina se
presentaban en un 2.7% de las cepas positivas para enterotoxina y en un 0.8%

de las cepas negativas.

Por su parte. aportando un poco mas a lo anterior. Goldner et al (1986)
der~pstraron que ta sintesis de entercioxina pcdia se” svada a cabo en
cultos ncmales no esporulantes. de~"0 de ur gJimics:2:d er sistema ce
cult vo contindo, cuando las céiulas eran crecidas en un medio gquimicamente
definido. Sin embargo. si se observo la presencia de celulas vegetativas en

cultivos batch durante el crecimiento exponencial.
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Existe un reporte por el cual la enterotoxina de C. perfringens se
relacionaba con el proceso de esporulacion sin embargo, no estaba involucrado
de manera directa. Czeczulin et al (1993), clonaron, secuenciaron y
expresaron el gene de la enterctoxina en E. coli. Demostraron que el gene,
codifica para un polipéptido de 319 residuos de aminoacidos. deduciendo con
este es el peso molecular exacto de la enterotoxina el cual es de 35317
daltones. Ademas, la expresion de la enterofoxina fue mas fuerte en las
células esporulantes que en la células vegetativas de C. perfringens o que en la
recombinante de E. coli. Posteriormente, este mismo autor sugiri¢ fuertemente
que en cepas del tipo AB,C enterotoxina negativa, producian un factor
asociado con el proceso de esporulacion ' que estos factores influyan tal vez
en |la expresidon de otros genes de este r zroorganismo «Czzzzuhn et af 1993,

1996).

Por ctra parte se ha reportzzz la formaccr == inclusiones
intracitoplasmaticas en la familia Bacillus. E- el caso de C. pe~~gens. Loffler y
Labbé (1985) lograron el aislamiento de in cuerpo intrace - ar durante la
esporulacion de la bacteria, ellos encontra-an que dichas inc usiones estaban

serologicamente relacionadas a la enterotoxina.
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Posteriormente estos mismos investigadores en 1986 aislaron vy
caracterizaron dichos cuerpos parasporales. Se analizo el peso molecular, su
composicion y se secuencid el péptido. donde se reveld, que existian grandes

similitudes entre el cuerpo parasporal y la enterotoxina.

Las fuentes de carbono representan un papel muy importante para que la
esporulacion se leve a cabo correctamente. Carbohidraios tales como el
almidon del medio de Duncan y Strong. se ha utilizado satisfactoriamente para
aumentar la formacion de esporas (Duncan ef al 1968). Estudiando metodos
para promover la esporulacion en un medio definido, Sacks et al (1978)
observaron que algunas cepas de C. perfringens incrementaron su nivel de
esporulaciéon cuando se les agrego una *_ente e erergia de carbohidratcs Se

establecio que la dexirina era mucho me_>r para la produccién de las esporas.

La composicidon especifica de carbz~idrazss de' medic de esooru 2¢ion
tambien puede afectar este proceso. Altas concentraciones de estas sustarcias
pueden inhibir de esporulacion de C. pernngens. por ejemplo en el caso de la
glucosa, maltosa, manosa. lactosa y sacarosa a 15 mM. Sin embargo, este
proceso no se ve afectado a concentraciones de 30 mM para carbohidratos
como la ribosa, galactosa o fructosa (Shih et a/ 1995). En un medio
quimicamente definido la presencia de glucosa a 8 mM junto con almidén
soluble y de dextrina permite la esporulacion adecuada de esta bacteria (Labbe

et al 1976).
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En trabajos antenores realizados por Labbe et al (1979, 1580) se demostrd
que al sustituir el almidon por rafingsa en el medio de Duncan y Strong se
aumentaba l|a esporulacion y la cantidad de enterotoxina en ciertas cepas de C.
perfingens. De igual manera, se ha reportado que el medio de esporulacién
Duncan-Strong prefeducido incrementaba aldn mas la esporulacion del
microorganismo en comparacion a cuando se preparaba en condiciones

normales (Craven et al 1988).

Ademas de las fuentes de carbono, la presencia de algunos iones metalicos
es importante durante la esporulacion, aumentando o disminuyendo la
formaciéon de las esporas. Se ha reportado en B. subtilis la necesidad de iones
de manganesc (Mn™%) para el crecimiento  esporulacién de este
microorganismo  ya que se observd que la enzima fosfoglicerato fosfomutasa
requeria estrictamente este icn y cuando es:uvo ausente, no esporulo en el

medio nor~al d= espc-ulacion Vashanta efar “ 278

La adic:on de ofros iones de transicion como cobre. zinc etc., cuando fueron
agregados en concentraciones de 1 mM, aumentaron al menos 1 logaritmo la
cantidad de esporas en C. bofulimun (Kihm et a/ 1988). Otra cuestion
interesante, que existe durante la ingesta de un alimento contaminado can C.
perfringens, es que se ha reportado que la célula vegetativa durante el trayecto
hacia el intestino delgado, sufre de una falta de alimento y esporula
influenciado por medio de |a accion de ciertos agentes como el jugo gastrico y

las sales biliares (Labbe ef af 1988).
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En ensayos con sales y jugo biliar in vitro, se observd que ayudaba a
aumentar la esporulacién en algunas especies de clostridios, sin embargo, un
exceso en la concentracion de estas sales reducian la cantidad de celulas

esporuladas. (Heredia et al 1991 y Wilson et af 1983)



Induccidn de la Esporulacion :

Ademas de las modificaciones de los medios de cultivo que se han
realizado para C. perfringens y otras especies del genero Bacillus, existen
diversos iones y compuestos diversos los cuales han sido anadidos de manera
extracelular para aumentar la esporulacion in vitro entre 1os miembros de este

género bactenano.

Se ha demastrado que la adiccidn de aminoacidos al medio de cultivo, es
fundamental para la sintesis de proteinas de novo durante el hroceso de
esporulacion. Asi Kennedy et al (1970), observaron que la concentracion de
acido glutamico y otros amincacidos disminuyen durante la esporulaciéon. Por lo
que cuando este aminocacido era agregado a u~ medio definido para B. cereus.
aumentaba la cantidad de esporas cerca del 907, en relacion con aquellos a los
cuales no se les adiciono. Mientras tantc. 2 adicion de acida glutamico
aumentd también lcs efectos en las propiedacss de a espora. ya que fueron
mas termotolerantes y resistentes a la accion de |a luz ultravioleta. provocando
el aumento de acido diaminopimélico (DPA) Por su parte, Hawiro et a/
demostraron que la adiccién de isoleucina al medic de esporulacion
quimicamente definido para C. botulinum del tipo €, no tuvo una buena
eficiencia en el aumento de la esporulacion, sin embargo, este era esencial
para la germinacion de las esporas termoactivadas, demostrando que la
isoleucina es acumulada en una reserva acido soluble prominente durante la

germinacion de este microorganismo.
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Ademas de la deficiencia nutricional, existen reportes de otros factores tales
como el exceso de glucosa, iones amonio y fosfato que inducen el proceso de
esporulacion. Asi, Vasantha et al en 1980 demostraron en B. subtilis que la
esporulacion realizada con las condiciones de exceso mencionadas
anteriormente, aunado con la adicién de decoyinina, incrementaba la actividad
de las enzimas tales como: proteasas intra y extracelulares y la aspartato
transcarbamilasa. Sin embargo, al agregar el inductor, se obtenia una gran
disminucion en la actividad enzimatica. Mientras gue enzimas tales como la
fosfatasa alcalina y la glucosa deshidrogenasa aumentaron despues de que se

les agrego el inductor.

En una busqueda alternativa para obtener la estmulaciéon de la
esporulacion, se utilizaron compuestos analogos de purnas, los cuales
intervienen de alguna manera e inducen la esporulacion orcbablemente por
una reduccion de los niveles de GTP que haczs que se dispa s a esporulacion

(Setlow et a’ 1883).

Sacks et af (1997), estimularon la esporulacién por medio de metilxantinas
tales como 'a cafeina, la teofilina y la isobutiimetilxantina. observando en
muchos casos, grandes incrementos en la cantidad de esporas de C.
perfringens. sin embargo, tambien encontraron que no dependia totalmente de
tales sustancias, sino que lo hacian en gran parte de la fuente de carbono

utilizada en diferentes concentraciones.
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Otro informe en B. subtilis, demostro que algunas sustancias relacionados
con las metilxantinas indujeron la esporulacion, tal fue el caso del nucleosido
decoyinina y el compuesto hadacinina, los cuales estimularon el proceso de
esporulacion mediante |a reduccion de los niveles de GTP, aumentando la
cantidad de esporas producidas de este microorganismo ( Sacks et a/ 1990).
Sacks et al (1982), encontraron que los niveles de esporulacién se
incrementaban con la adicion de papaverina y con ia teofilina aunque el efecto

de esta dltima era menor.

Por su parte, Craven et al (1982), demostraron en C. perfringens, que el
uso de nucleosidos derivados como el hidrocloruro de papaverina e imidazol en
distintas concentraciones agregados al medio de Duncan-Strong modificado al
cual al cambiar la peartona protecsa por ceptona y de rafircsa por aimidon.
aumentaba la cantidad de enterotoxina. Ademas. se observo que la adiccion
del imdazol no tuvo efecto alguno er Ja formacion de esporas ni de
enterotoxina en cepas del tivo A Esto de2 e» clarc que ¢ aumentc ce la
esporulacion dependia en parte de la concentracion, pero tambien del tipo de
un analogo de nucledside utilizado. ademas del tipo de peptona y carbohtdrato

agregado al medio (Craven et al 1982).
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Este medio fue utilizado por Juneja et al (1993) y demostré que a las 3 h
de incubacion se obtenian cantidades detectables de enterotoxina y esporas
termoresistentes a las 6 h., sin embargo, estos incrementos dependian del tipo

de cepa y de la concentracion de las sustancias mencionadas.

Otro compuesto relacionado con la papaverina es la inosina que es un
nucleosido de purina. Su adicion al medio indujo la esporulacion en B. subtilis.
Este compuesto revirtid una inhibicion selectiva de la esporulaciéon, mientras
que nucleosidos de pirimidinas no fueron eficientes en la induccidn de [a

esporulacion (Sekar ef al 1981).

Con respecto al papel que juegan los carbohidratos sot-2 la esporulacion
Sacks et al (1983) determinaron su influencia, los cua'es fuer-n anadidos junto
con |la guanosina en un medio quimicamente cefindc Se ot:zrvd que cuando
la dextrina y guarcsna fueron adadidas se indyjc a prcsuccion de atas
cantidades de esporas, asi como de la formacién ce ente-otoxina en este
medio. Mientras que la ausencia de guancsina. disminuyé € crecimiento de

esta bacteria.
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Shih et al (1994), encontraron que la glucosa y otros azucares tuvieron
efecto sobre la esporulacion y la produccion extracelular de a-amilasa en C.
perfringens NTCC 8673. Ellos encontraron que concentraciones entre 6 a 10
mM de tales azucares con excepcién de la fructosa estimularon la produccion
de o-amilasa . Asi mismo, la conceniracién de glucosa, manosa y lactosa a 8
mM reprimieron el proceso de esporulacion. También, se observd que los
niveles de esporas termoresistentes disminuyé conforme disminuia la
concentracion de estos carbohidratos. Con esto sugirieron que los mecanismos
de represion catabdlica de la produccion de amilasa y de [a esporulacion son

distintos en esta cepa.
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Factores Extracelulares que Inducen la Esporulacion en C. perfringens

La diferenciacibn en células procaridticas a menudo involucra la
comunicacion. De esta manera, la esporulaciéon bacteriana al ser considerada
una etapa mas de diferenciacidon celular, en ocasiones frequiere de
comunicacion quimica entre las mismas células para poder llevar a cabo esta
etapa dentro de su ciclo celular. Esta comunicacion es regulada por medio de
una variedad de sefales quimicas, que en ocasiones pueden ser péptidos u
otros compuestos liberados por las células cuando existe un factor adverso.
Debido a esto, se ha establecido que existen distintas clases de moléculas que
actiian en diferentes tipos de microorganismo reportados como sefales
quimicas dentro de la comunicacion extracelular las cuales se resumen en la

Tabla No.1 (Dunny et al 1998).

Tabla No, 1: Resumen de los principales sistemas de comunicacion cuimica extracelular
en bacteria gram positivas:

Organisme I Procesos regulados 1 Naturaleza de 1a Y:zanismo objetivo
[ senal
pacteras lac: zas Produccicn ce ~zphdo O¢: sz~ zonentes
bacienocinas 1) £ z—:zicres
2) r=z_ z2z.0n del sistema
Dics — =" 20 de produccion
Streptccoccus Produccion de a3 FPeptido Dos zz—conentes
pneymonie bactenocina 1) s&%z zs de traduccion 2)
S sanguis y Lactecoccus lantibiotico (nistna) pror-z-:-gs com
{actis
Bacillus subtihis Competencia Péptido Dos <c—ponentes y senales
{esporulacion) de irgc=acion: 1)

promc:sres com
2) fes“z"3sas rap

Staphytococcus aureus Virulencia Peptido Dos z¢c—zonentes:
(locus arg) sister~a -egulatorio y
o promoter del RNA
Enterococcus faecalis Conjugacién Peptido Interna zacion procesos de
transcnpesion © traducccion
Streptomyces gnseus Metabolismo y-butirolactona Interra zacion: promotores
secundano para qs genes del ruta

biosirie: ca para antibibticos.,
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Uno de los primeros reportes sobre la estimulacion de la esporulacion lo
realizd Grossmann et al {1988) quienes reportaron que en B. subtilis, existia un
control para la formaciéon de esporas mediado por un factor extracelular que era
requerido para el control del proceso. También se demostrd que este factor era
a) acumulable en los sobrenadantes de cultivos, b) termorresistente, ¢) sensible
a proteasas, d) es dializable y por Gltime e) que dependia en parie de una alta
densidad celular. Ademas, tuvo efecto en inducir la esporulacion tanto en

células normales como en mutantes.

El gene spo0 juega un papel importante en el inicio del proceso de
esporulacion, ya que los productos de este gene sufren una fosforilacion
multiple. Este proceso inicia por medio de una senal intra o extracelular, la cual
induce a una proteina denominada KinA la cual es fosfclada por la proteina
Spo0F. la cual actia como sustrato primarc y una vez ocurr.de esto. se llega a
fasforilar la proteina regulazora SpoA per— tiendo dispara” &€ r 210 del proceso

de la esporulacion (Burbulis et al 1991).

Por su parte, Rudner et al (1991)establecieron que un sistema codificado
por el gene spoOK puede tener un papel de sensor de los factares
extracelulares. Ademas, demostraron que los productos de este gen eran

requeridos para una esporulacion eficiente.
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Waldburger et a/ (1993) caracterizaron un nuevo factor de esporulacién en
B. subtilis, el cual también estimulaba el proceso cuando las células se
encontraban en bajas densidades celulares. Sin embargo, a diferencia del
informe previo, ademas del factor de esporulacion, se le adicionaron los
aminoacidos prolina y arginina, lo cual permitidé una resistencia al ataque
proteolitico. Ademas, se encontrd que el factor de esporulacion no estaba
involucrado con la induccion de la sintesis de a-amiasa al inicio de la
esporulacion, y que las células mutantes asporogenas también produjeron este

factor inductor de la esporulacién.

En 1996, Solomon et af reportaron la purnficacion y caracterizacion de este
factor extracelular inductor de la esporulacion en 8. subtilis. Se establecidé que
era un peptido de 5 res Jucs el cual era transportado hacia dentro de |a celula
por medio de una permeasa oligopeptidica SpoOK y afectaba dos vias de
desarrollo distintos zz- un lada. promovende ia estimulacidon de la
competencia de exprss 2~ génica por inhibic ¢~ de! zen FapC. el cual es un
regulador negativo asi gen srfA, el cual dispara la esporulacion cuando las

células se encuentran en bhaja densidad celular { Perego et a/ 1998).

Como anteriormente se menciond, ta comunicacién extracelular no solo
ocurre en procesos tales como la esporulacion, tambien se ha visto que estas
sefiales reguian la expresion de la virulencia de ciertas bacterias patégenas

(Solomon et al 1996)
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En 1384, Guangyong et al reportaron que existe la regulacién de la
virulencia de Staphylococcus aureus estaba asociada a la densidad celular,
mediante la liberacion de un octapéptido producido por la misma cepa. Con
esto, la respuesta involucraba una regulacién reciproca de genes que
cadificaban a proteinas de superficie que son reprimidas por el gene de
virulencia de S. aureus. El efector intracelular arg es un RNA regulatorio, el
RNAIll. La transcripcién era activada por un sistema de transduccion codificado
por el gen de virulencia, donde el octapéptido actuaba como un ligando
(Guangyong et af 1894). En ultimas fechas, se ha determinado que el péptido
PhrA que actia como senal, interviene activando el producto del gene phrA el
cual es un pentapéptido que actia directamente inhibiendo a una fosfatasa

RapA (Dunny et al 1997)

Con lo que respecta a C perfringens. se ha reportado que Ios
sobrenadantes del mecio def~ do (D) de 12 cepas de ic tpos AB.C y D.
estimularon la esporulazién e~ zeoas de referencias. Se zsmcstrd que este
factor no solo es secretado en e medio de esporulacion. sino que tambien se
producia durante el crecimiento de células vegetativas tanto de cepas

enterotoxina positiva como enterotoxina negativa (Shih et a/ 1996).



32

De esta manera, al profundizar mas en esta area, pudiera ayudar a conocer
el comportamiento de estas bactenas durante los procesos de elaboracién de
alimentos en donde interviene la esporulacion y su interaccion con otros
microorganismos. Con todo lo anterior y a que en C. perfringens se ha
demostrado que la esporulacion puede ser por medio de metabolitos
producidos por la misma bactena y liberados al medio extracelular y al no
existir reporte alguno acerca de la estimulacidn por medic de factores
extracelutares que estimulen cepas nativas provenientes de muestras
alimentarias, consideramos de gran importancia establecer la existencia de
esta respuesta. Esto nos permitird entender mejor la prevalencia y patogénesis
de las enfermedades producidas por la bacteria. Estamos convencidos que los
conocimientos existentes aunados con los que pudieran aqui generarse
podrian servir para establecer medidas eficaces de Iiatrol contra este

microorganismo.
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HIPOTESIS

Los factores extracelulares liberados por Clostridium perfrir zens y Salmonella
entertidis var Typhimurium. pueden inducir la esporufacién ze cepas nativas de

Clostridium perfringens aisladas de muestras alir-s~tarias
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OBJETIVO:

Determinar la actividad de sobrenadantes de cultivo de C perfringens y S.
enteritidis var Thyphimurium en medio de Ouncan y Strong sobre la

esporulacion de cepas nativas de esta bactera
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METODOLOGIA

CEPAS UTILIZADAS:

Se utilizaron 5 cepas de referencia de C. perfingens, FD-1041, FD-1,
H6, H9 y ATCC 3624 proporcionadas por el Dr. Ronald G. Labbe del
Laboratorio de Ciencias de los Alimentos de la Universidad de Massachussets
en Amherst, MA, Estados Unidos. Estas cepas se mantuvieron como cultivos
esporulados en medio de carne cocida segun Robertson (Difco) a -18°C. Se
realizaron resiembras de las cepas cada 3 meses. También, se utilizdé una cepa
de Salmonella Typhimurium la cual se mantuvo en Agar Infusion Cerebro

Corazon (Difco) a -4°C.

ACTIVACION DE LAS CEPAS:

Se tomé una alicuota del mecio de reserva de C perfringens de
referencia y se colocé en tubes con 10 mi de caldo con tioglicolato (Difco).
Inmediatamente después, los cultivos se sometieron a un choque térmico de
75°C/15 min, a fin de ayudar a la germinacion de las esporas. Posteriormente
se incubaron a 37°C por 14 a 16 h. Por otra parte, para la activacion de la cepa
de S. Typhimunum, se realizé en tubos con 5 ml de los cuales, se transfirié una
asada de indculo a tubos con caldo Infusion Cerebro Corazén (ICC) y fueron

puestos a 37°C por espaciode 16 a 18 h.
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PREPARACION Y EXTRACCION DEL FACTOR EXTRACELULAR
ESTIMULANTE DE LA ESPORULACION:

A partir de las cepas activadas se realizd la inoculacion (1%) de tubos
con 5 ml de medio de Duncan y Strong con rafinosa y se incubaron a 37°C, en
un bano de agua de 18 a 24 h a fin de permitir que los cultivos esporularan
completamente. Una vez transcurrido el tiempo, los cultivos se centrifugaron
los cultivos a 4000 rpm durante 20 min a 4°C, y se obtuvo el sobrenadante, el
cual se esterilizé por filtracién utilizando membranas de 0.45 pm. Dichos
sobrenadantes fueron congelados vy liofilizados a fin de concentrar la cantidad

de muestra obtenida.

INDUCCION DE LA ESPORULACION EN CEPAS NATIVAS DE C.

perfringens POR MEDIO DEL FACTOR EXTRACELULAR OBTENIDO:

Los sobrenadantes liofilizados. se resuspendieron en 125 ul de agua
bidestilada para poder concentralos 40 veces y fueron agregados (50 pl) a
tubos con 5 ml de medio de Duncan y Strong, los cuales fueron inoculados al (1

%) con cepas nativas obtenidas de especias (Romo et al 1998).
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Después se realizd6 con cuidado y por duplicado la mezcla de los

sobrenadantes con les cultivos ensayados cuyo orden fue el siguiente;

1.- Cepa nativa + sobrenadante de cepa FD-1 crecida en Duncan y Strang

2.- Cepa nativa + sobrenadante de cepa FD-1041 crecida en Duncan y Strong

3.- Cepa nativa + sobrenadante de cepa H9 crecida en Duncan y Strong

4 - Cepa nativa + sobrenadante de cepa H6 crecida en Duncan y Strong

5.- Cepa nativa + sobrenadante de cepa ATCC 3624 crecida en Duncan y Strong

6.- Cepa nativa + sobrenadante de Sa/monella Typhimunum crecida en Duncan y Strong
7.- Cepa nativa + sobrenadante de medio de Duncan y Strong no inoculado . (cntl negativo)

8 .- Cepa nativa + Agua bidestilada esteril (contro! negativo)

DETERMINACION DE LOS PORCENTAJES DE ESPORULACION:

Después de haber realizado los mezclas para la rnduccién de la
esporulacién se incubaron a 37°C y 6 horas después de su incculacion. se
realizaron frotis de las muestras y se observaron en un microscopio de
contraste de fase para obtener el porcentaje de esporulacion y para determinar
la fase en que se encontraron las células en esporulacion asi como de cambios
morfologicos que se pudieran presentar. Los cultivos se incubaron por 24 haras
a 37°C para permitir que se completara la esporulacion. en el caso en que se
presentara y posteriormente se realizo una cuenta en placa de esporas

termoresistentes.
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Para el conteo en placa, a los cultivos se les aplico un choque térmico
(75°C por 15 min) para eliminar las células vegetativas. dejando Unicamente
esporas termoreistentes, después se tomd una alicucta de los cultives, y se
realizaron diluciones decimales para posteriormente sembrarse en medio
nutritivo con agar. Las placas se incubaron a 37°C utilizando una atmésfera de

N2 y CO2 (95:5) 48 h.

Se contaron las colonias y de los resultados se obtuvieron los
porcentajes de esporulacion y fueron analizados por medio de un analisis de
ANOVA (prueba de Bonferonni) para determinar si existid una diferencia
significativa entre los tratamientos y los controles. Todos [0s experimentos se

realizaron por triplicado al menos con 2 repeticiones.
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RESULTADOS

* iInfluencia de los sobrenadantes de cultivo en el porcentaje de

esporulacion.

En este trabajo, se utilizaron las cepas de referencia H6, H9 y ATCC
3624 de C. perfringens. Estas cepas presentan baja esporulacion y son
apropiadas para determinar un posible efecto de estimulacion en la produccion
de esporas y posteriormente poder utilizarla como control para los tratamientos
realizados. De esta m:;nera, a las cuatro horas de crecimiento, las bacterias
presentaron las etapas iniciales de esporulacion. Ademas, se observaron
notables cambios morfologicos tales como la presencia de bacilos largos y
delgados. Sin embargo. para este tratajo se tomo como referencia a las 5
horas de crecimiento en todos los tratamientos ya cue a este tiempo muchas
de las cepas de C. perfringens que crecer en medio de Duncan-Strong

presentan un porcentaje de esporulacion alto (¢csnera.mante mayor al 50%).

PORCENTAJE DE ESPORULACION

Tipo de Capa | Sobrenadante Sobrenadante Medio Duncan-Strong Cantrol
de FD-1041 . De S. Typhmurium Liofilizadoe , Positive
Nativas 91 a2 51 32

{promedio de 60
! cepas)

: ATCC 3624 59 5 4 { 0
i

H9 85 i 50 38 | 34

) H6 33 37 23 | 7

Tabla 1 Efecto de sobrenadantes de cultivo en medio de Duncan-St-cng sctre ef porcentaje de esporulacion de

cepas de C perfringens. La determinacion se hizo a las 6 b bajo e! r— <roscopio de contrasie de fases.
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Durante los ensayos realizados con las cepas nativas a las cuales se les
adiciond los distintos sobrenadantes obtenidos, se observé un porcentaje de
esporulacion hasta de un 91% cuando se le agregé el sobrenadante de la cepa
de C. perfringens FD-1041. Las cepas de referencia ATCC 3624, H9, H6
mostraron también un alto porcentaje de esporulacién en contraste con los

otros tratamientos y al control utilizado (Tabla #1).

También se encontré que en el caso de las cepas nativas, el porcentaje
de esporulacién obtenido después de haber agregado medio de D-S liofilizado
fue mayor al tratamiento al cual se le agregé el sobrenadante liofilizado de S.
Typhimurium incluso ambos porcentajes fueron superados por la cepa H9
(Tabla No.1). Sin embargo, este efecto no se observé con las cepas HE y la

ATCC 3624.
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* Influencia de los sobrenadantes de C. perfringens FD-1041 en la

esporulacion de cepas nativas.

La cantidad de esporas termoresistentes producidas por la cepas nativas
de C. perfringens por la influencia del sobrenadantes de cultivo de la cepa FD-
1041 fue (en promedio de 60 cepas) de 1.83 x 10" esporas/mi (Tabla No.2) y
en forma general aumentd al menos un 9.58 veces la cantidad de esporas
obtenidas en comparacion con el control el cual en promedio produjo 2.60 x10°

esporas/ml (Tabla No.2).

Tabla No. 2 Cantidad de esporas termoresistentes de cepas nalivas después agregar
sobrenadantes de C. perfingens FD-1041

i Numero de Cepa Cantidad de esporas/mi
Sobrenadante de Sin sobrnadante
| FD-1041 {Control)
{ 1 S 8%E=ST EESeZR
2 SCUE-2 2IIE-75
3 T 28E~CT "EIT
4 3R2Z-TT R
5 ZCE-T SE-23
- 3 Z 45E~3" I "ZE~5
C 7 Z 37E-27 Z rZef2
8 2 58E~33 STEeL3
- S 3 83E-D7 " N
14 2 0SE-08 P 2 *zE-03
11 4 32E+25 ] ZIE+04
12 I 82E+I6 2:7E+C6
13 4 376+06 24ZE+05
14 2 I0E+TH T ZE+05
15 3 51E+06 1 I3E+06
16 1 20E+07 4 73E-06
. 17 Z O0E-2B 2 z.E*06
18 2 93E+D7 ‘ "ZE«D4
19 2 24E+Q7 S2EE+04
R 20 1 40E+07 4 “"E+05




Continuacién de la Tabla No.2
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Numero de Cepa Cantidad de esporas/mi
Sobrenadante de Sin sobrnadante
FD-1041 {Control)
21 1 29E+06 3 47E+QS
22 1 12E+07 6 S0E+D6
23 4 95E+06 2 39E+D6
24 5 39E+06 1 10E+07
25 2A7E+05 1 16E+05
26 2 52E+07 6 21E+06
27 4 15E+06 1 D0E+D5
28 5 A0E+Q7 1 BIE+07
29 7 50E +06 7 0SE+0D5
30 1 BAE+D7 1 48E+07
31 7 43E+06 2 B7E+Q7
32 8 30E+06 1 73E+06
33 7 206+05 1 80E+DS
34 2 40E+06 3 50E+05
35 4 24E+06 1.16E+06
36 9 20E+05 1.61€+07
37 8 42E+06 B 50E+05
38 2 BOE+DS 4 55€+05
39 4 S0E+06 1 55E+05
a0 9 SOE+06 4 65E+05 |
=i 425E+07 _36E+06 '
a2 9 'IE+07 5 58E+05
43 BT 4 27E+04
24 I32-35 i SEZZ-U3
‘ a5 . g | i 2£+05
. 48 [ i Bt
a4~ J .P4
22 =<
EE 4
z 3
:2 .: EE (- .-,‘
£ L
= ZZ'E-25
5= FEIESSS
5; T B
z= J ~—E-05
58 2 3'5‘36
5 1 3CE-C4
£ 12Ze~04
= Promed:o 2.7TE+07 2.64E+406




Numero de Esporas/ml

Cantidad de esporas termoresistentes obtenidas
de cepas nativas de C. perfringens despues de agregar
sobrenadantes de cultivo de FD-1041

1.00E+08

1.00E+07 —r=0.N

1.00E+06

1 "I‘.‘:-GQ

FD-1041 Control

Cepas nativas

Grafica No. 1 Efecto de los sobrenadantes de C. perfringens FD-1041 sobre

esporulacion de cepas nativas
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m FD-1041
g Control

————



¢ Influencia de los sobrenadantes de S. Typhimurium en la esporulacion

de cepas nativas de C.perfringens:

Diversos reportes indican que la participacién de ciertos metabolitos
producidos y secretados por otros géneros bacterianos, pueden inducir la
formacion de esporas del género Bacillus. En este trabajo se logrd una
induccién de esporas por sobrenadantes de S. Typhimurium. Sin embargo, al
observar los cultivos en el microscopio de contraste de fase se encontrd la
presencia de inicios de las primeras etapas da la esporulacién (1 y II), en
confraste con las cepas a las que se les adiciond el sobrenadante de C.
perfringens FD-1041 en donde se observaron fases mas avanzadas de este

proceso (Il at V).

En este caso, la cantidad promedio de esporas termaresistes qgbten das
fue de 4.94 x10° esporas/ml. Mientras que la cantidad de esporas control
permanecio en 2.60x108 esporas/ml (Tabla No. 3). De esta manera, la cantidad

de esporas aumentod cerca de 1.9 veces con respecto ai control (Grafica No 2).




TablaNo. 3 Cantidad de esporas termoresistentes de cepas nativas despues de agregar
sobrenadantes de Salmonella Typhimurium

Numero de cepa Cantidad de esporas/mli B
Sobrenadante de Sin sobrnadante ,
S. Typhimurium {Control)
1 4 70E+05 2.70E+05
2 5.50E+05 4 50E+05
3 9.60E+05 1.30E+06 i
4 3 84E+06 2 B4E+06
5 1 58E+06 1 B0E+06
) 1 57E+06 2.12E+06
7 1.37E+06 6.11E+06 B
8 7 14E+06 1.27E+05 |
9 141E+06 5.87E+06 g
10 4 00E+06 4.12E+05 R
11 2.72E+05 1.90E +04
12 2 B4E+06 261E+06
13 4.70E+05 3.45E+05
14 3 30E+05 1.12E+05
15 1.60E+Q5 163E+06
16 2.79E+06 4 75E+06
17 3 38E+07 2 90E+06
- 8 1 99E+06 116E+04
15 5 256+05 5 05E+04
20 56E+05 4 17E+05
21 Z 68E+06 34 E+05
22 C DAE+06 5 GCE*06
23 2 15E+Q7 2 39E+06
24 * 383E+Q7 < 1CE+07
25 2 EXCS ) S
26 ~J0E+07 £ 21E+06
2" S 50E+05 TEoRTE
28 T 3ZE+07 ‘E3E+D7
29 “ZRE+07 T I3E+05
30 “53E+07 © 4BE+Q7
N 2 55E+07 Z5rE407
32 * R4E+06 ‘ G0E+06
- 33 5 30E+06 3 S0E+05
” 34 3 -0E+06 " "BE+06
A 35 3 J0E+05 181E+Q7
; 36 T G7E+06 6 50E+05
37 T40E+05 4 55E+05
38 8 00E+04 1 55E+05 |
39 2 45E+04 4 65E+05
a0 T §2E+06 1 36E+06
= & 6 256405 5 E6E+05
I 42 2 55E‘06 4 32E*04 ;
4 5 B0E+06 4 36E~03
1 78E+05 1
44 4 40E+05
2 87E+05 [
45 105E+07 ;
4 89E+04 ]
45 381E+06 |
= 5 98E+05
L 47 T 10E+06
, 2 10E+06
48 1 30E+05
f 3 90E+04 =]
43 a 0OE+05 s —]
L 50 1 KE+04 29




Tabia 3 continuacion
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Numero de cepa Cantidad de esporas/m|
Sobrenadante de Sin sobrnadante

S. Typhimunum {Control)

S1 2.55E+04 1 44E+05
52 1 Q7E+04 7 2BE+04

53 5 44E+05 7 43E+06

54 6 39E+06 261E+05

55 6 29E+06 3 45E+05

56 5 63E+06 5 61E+05

57 2 45E+05 7 7TE+05
58 © 32E+05 2.81E+06

59 B 40E+05 1.39E+04

60 g 40E+05 1.39E+04
Promedio 5.10E+Q6 2.66E+06




Numero de esporas/mi

47

Cantidad de esporas termoresistentes obtenidas
de cepas nativas de C. perfringens después de agregar
sobrenadantes de cultivo de S. Typhimurium

1.00E+08 U
m S. Typhi
g Control
1.00E+07 L . e B UEITIIN e\ SRR S LR e AL R e el L g
|
|
1.00E+06 |
l
f ’. ,‘
; |
: |
1.00E+05

Cepas Nativas

Earis

Grafica No. 2 Efecto de sobrenadantes de cultivo de S. Typhimurium sobre la

€Sporulacion de cepas nativas de C. perfringens.
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b) Produccion e influencia de medio de Duncan-Strong liofilizada sobre la

esporulacion de cepas nativas de C.perfringens:

La composicion del medio de esporulacion es un factor determinante
para la obtencion de una buena esporulacién, ya que los diferentes
compuestos y sustancias que forman al medio pueden tanto beneficiar como
perjudicar la formacién de esparas. Debido a lo cual, se determind la influencia
del medio de Duncan-Strong liofilizado sobre la formacion de esporas. Se
observd que a las 5 horas de crecimiento comenzaron a presentarse los inicios
de las etapas | y Il de la esporulacién algo muy a lo observado al adicionar

sobrenadante de C. perfringensy S. Typhimurium .

En este caso. ia cantidad de esporas termoresistes p-cducidas fue de
6.1 X 10° esporas/mi. Mientras que la cantidad de esporas sn este fué en
promedio de 4.4X10° esporas/ml (Fig 3 y Tabla 2) De esta ma~era, la cantidad

de esporas aumentd cerca de 1.3 veces con respecto al control
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Tabla # 4 Esporas termoresistentes de cepas nativas después de agregar medic de Duncan-

Strong .
Numero de cepa Cantidad de esporas/ml
Sobrenadante de medio Sin sobrnadante
Duncan y Strong sin inocular {Control)
1 3 15e+05 2 70E+05
2 7 60E+05 4 S0€+05
3 1 41E+06 1 30E+06
4 1 26E+06 2 64E+06
5 1 37E+06 1 BOE+06
% 1 37E~06 2 12E+06
7 2.74E+06 6 11E+06
8 161E+05 1 27E+05
9 5 56E +06 5 B87E+06
10 3.95E+06 4 12E+05
11 7.70E+04 1.80E+04
12 5 97E+06 2.61E+06
) 5 30E+Q05 3 45E+05
14 1.23E+05 112E+05
15 1.12E+05 1.63E+06
16 6 B2E+06 4.75E+06
17 Z 9BE+07 2 90E+06
18 1 15E+04 116E+04
19 8 15E+06 6 9SE+04
29 T 1BE+06 4 1TE~DE
N\ 21 3 92E+05 ) 34,E+05
L 37 1 13E+07 8 B0E+06
23 3 32E+06 2 39E~06
24 T 50E 07 1 1CE~O7
25 T 51E+05 * 18E+0S
26 3 G0E+06 3 21E+06
27 5 30E+05 1OCE*DS
28 ~20E+07 " 83E-0°
=5 TSTET06 ~DSE-05
30 2 58E+07 " 4BE~07
31 373E+Q7 ] 2 67E~07
33 5 5BE+06 . T7IEH6
33 507E+07 . * 90E+06
2 5 22E+06 i 3 S0E<05
35 1 47E+07 ! 118E+05
38 7 S0E+04 TE1E+07
37 4 70E+05 & 50E+05
— 38 4 dDE+05 4 55E+05
" ) 2 27E+04 T55E+05
= 20 2 97E+05 4 85602 —
= 590706 7 36E +06
a2 Z27E+06 5 66E+05
: P 337E+05 4 326+04
e  BEEY0R 4 36E+03
a5 4 00E+05 1 78E+05
pr 770E+05 2 BPes0)
— a7 5 07E706 4 paEe0e —
— 48 9 00E+05 T BRE 7
| 49 7 53E+05 2 10E+06
- 5 BOE+05 3900t




Continuacion de la Tabla No. 4
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Numero de cepa

Cantidad de esporas/ml|

Sobrenadante de

Sin sobrnadante

] S. Typhimurium (Control)
51 378E+04 2 99E+03
52 2 93E+06 7 26E+04
- 53 8 51E+05 1 43E+06
54 8 73E+06 2 61E+05
55 6 11E+06 3 45E+05
56 1 B0E+06 §61E+05
: 57 2 15E+05 7 77E405
I 58 3 S6E+07 2 B1E+06
59 187 E405 1 92E+04
J 60 4 3BE+05 1.39E+04
{
Promedio 7.09€E+06 2.64E+06
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Catichd.deespa'astenmrsistensoueﬁdas
de cepas nativas de C. perfringens despues de agregar
medio de Duncan- Strong sin inocular

1.00E+08
& Duncan-Strong
0 Control
%14%07 —— — ————
s
<)
a
N
o
@
°
o
@
£ 100E+06
=
z
1 00E+05
Contai

Cepas Nativas

Grafica No. 3 Efecto del medio de Durcan y Strong sin inocular sobre la esporulacic-

de cepas nativas de C. perfringens
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ANALISIS ESTADISTICO:

El analisis estadistico de Bonferonni demuestra que existe diferencia
significativa entre el tratamiento al cual se le agrego el sobrenadante de la cepa
FD-1041 con respecto al control. Mientras que a las cepas al las cuales se les
agrego los sobrenadantes de S. Typhimunum y Duncan-Strong sin inocular no

mostraron diferencia significativa con rspecto al control utitizado.

Sunday, February . 2000, 00:42:25

One Way Repeated Measures Analysis of Vanance

Normality Test. Failed (P = <0 0001)

Equal Vanance Test: Failed (P = <0 0001)

Group N Missing

FD-1041 80 )

S typhi 60 p

D-S 60 =

Contro 60 2

Group Mean Stz Dev SEM
FD-104* 27291383 3 22250925 € 447472c 3
S typh 4535060 0 £°23728 “Cs28:- 8
D-s 6577966 7 ©2325181 2 il 3% CLe
Contro 2599304 2 322809 ¢ 548c<< 5

Power c¥ cerfz-~=g 25t with alpha = 0 500 1 000C

Source cfVar z~ze DF 33 S
Betwee~ Sub =8 5% 3)I==+015 2 18E-C-4
Betweer Treat—e-is 3 2 Iz=+01% T TEE-T*5
Residua 177 58 7°Z+018 I 23E-214
Tatat 233 “ 017

Source of Vara-~ce F =]

Between Subjécts

Between Treat™ents 240 4 2EE-013

Residua!

Total

The differences n the mean values among the treatmert grougs a-e greater than wou d be expected by chance.
there 1s a stans: cally significant difference (P =4 28E-013) To 'sciate the group or groups that ditfer from the
others use a mu tig'e comparnson progcedure.

Companson of all Groups vs Control Group (Bonferroni's method)

Companson Diff of Means t P<0 05
FD-1041 vs Contrel 24691479 2 7 528 Yes

S typht vs Control 2335155 8 0712 No
D-S vs Cantral 4378062 5 1335 No



DISCUSION

Con respecto a los resultados obtenidos, Shih et al (1996) demostraron
que al agregar sobrenadantes de cultivo de C. perfringens NCTC 8236 crecida
en medio quimicamente definidc aumenté la cantidad de esporas en cepas de
referencia, tanto enterotoxigénicas como no enterotoxigénicas de esta misma
bacteria. La cantidad de esporas termoresistentes obtenidas aumenté de 1.0 x
10% a 1.0 x 107 , en contraste con el control en donde, la cantidad de esporas

fue de 1.0 x 10° ufc/ml.

Por otra parte. ofros reportes relacionados con la induccién en la
esporuiacion de este microorganismo han senalado gque ciertas substancias
relaciondas con las metilxantinas. tales como la cafeina. la 1sobutil-xantina y
tecbromina anadidas a medios quimicamente definidos. asi como el medio de
Duncan-Strong suplemetados con rafinosa ¢ dextrina como fuentes de
carbono, han estimulado la produccion de esporas termoresistentes en
cantidades cuyos rangos fueronde 1.0 x 10°% hasta 1.0 x 108 esparas por mi en
relacidn a los controles utilizados, los cuales se mantuvieron entre 1.0 x 10% a
1.0 x 10°. Ademas observaron que esta estimulacion fue dependiente de la
concentracidn del inductor agregado. Estos compuestos se creen que estan
relacionados can el metabolismo de purinas y con la reduccion de los niveles

de GMP sintetasa, la cual dispara la esporulacion.
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Un reporte mas indica la participacién de un analogo de purina como la
papaverina en la estimulacion de la esporulacion de C. perfringens, donde se
demostré que la cantidad de esporas se incrementd mas del 50% con respecto

al control (Sacks et al 1975, 1977, Labbe et af 1981).

A cerca de la posible particpacién de S. Typhimurium en la estimulacion
de la esporulcion, existe muy poca informacion, un reporte indica la produccion
de un factor de comunicacion intracelular entre S. Typhimurium y E. coli en un
mismo medio de cultivo, el cual regulé tanto la densidad celular de bacterias

como el potencial metabdlico del medio ambiente (Surette et al 1998).

La composicidn quimica de los medios de cultivo también desempenan
un factor clave en el proceso de esporulacion. Kennedy et al (1971)
demostraron que el acido glutamico suplementado a medios de cultivo para
esporulacion influyo en la formacién del septo y en la formacion de la corteza
de la espora, asi como en la cantidad de esporas termofresistentes la cual fue
de un 30%. En el caso de la estimulacion con medio de Duncan Strong, en
nuestro trabajo obtuvimos menos del 30 % de esporas termorresistentes. Cabe
aclarar que el medio de Duncan y Strong no es un medio rico en nutrientes y
cofactores como el medio Definido para la esporulacidon de C. perfringens el

cual posee estos ingredientes (Shih et al 1996).
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A lo anterior, se pudiera establecer la posibilidad de: 1) un efecto
sinégico entre los sobranadantes tanto de C. perfnngens como de S.
Typhimurium y 2) la posibilidad de establecer los posibles componentes activos
que estos puedieran generarse durante el catabolismo de S. Typhimurium en el

medio de Duncan y Strong.
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CONCLUSIONES

1.- Se demostro que los sobrenadantes de cultivo de C. perfimgens estimularon

la esporulacian de cepas nativas con respecto a los demas tratamientos.

2.-La cantidad de esporas aumenté significativamente 9.58 veces al adicionar

los sobrenadantes de C. perfringens con respecto al control utilizado.

3.-El sobrenadante obtenido de Salmonella ententidis var. Typhimurium
estimulé la esporulacion de cepas nativas al menos 1.9 veces con respecto al

control.

4.- El medio de Duncan y Strong liofilizado agregado a las cepas nativas

incrementaron la esporulacion al menos 1 3 veces
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