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RESUMEN

Clostrdium perfringens fue reconocido como una importante causa de
enfermedad de origen alimentario desde los afios 40’s y 50's. Esta bacteria
produce 2 enfermedades humanas que pueden ser transmitidas por alimentos:
la intoxicacién alimentaria y la enteritis necrética. La intoxicacién alimentaria
producida por C. perfringens es debida a una enterotoxina que se produce
durante la esporulacién del microorganismo en el intestino delgado después de
la ingestion de un gran nimero de células vegetativas. La toxina es liberada
durante la esporulacién. Es por esto que el estudio del praceso de esporulacién
es de vital importancia. En estudios recientes se ha demostrado que C
perfringens tiene la capacidad de esporular satisfactoriamente bajo las mismas
temperaturas que son éptimas para su crecimiento. Sin embargo, el rango de
temperatura éptima de esporulacién ain no ha sido estandarizado. Es por esto
que el presente trabajo tuvo como finalidad determinar dichas temperaturas y
comprobar la siguiente hipdtesis: el rango de temperaturas éptimas de
crecimiento de C. perfringens coincide con el rango de temperaturas Optimas
para la esporulacion. Para lo anterior se utilizaron 4 cepas de C. perfringens, dos
enterotoxigénicas (FD-1041 y H-3) y dos no enterotoxigénicas (ATCC-3624 vy
FD-1). Estas se activaron y, posteriormente, cultivaron en medio de

esporulacién Duncan-Strong {reemplazando el almidén por rafinosa para las



cepas enterotoxigénicas), y se incubaron a diferentes temperaturas. Después de
incubarlos por 5-8 hrs se observaron frotis de los cultivos al microscopio de
contraste de fases, para determinar el porcentaje de esporulacion de cada
cepa. Finalmente, a las 24 hrs de incubacién, se realizaron plaqueos en agar
nutritivo para contar las colonias. Los resultados mostraron que la cepa FD-
1041 (enterotoxigénica) tuvo la temperatura mas favorable para la esporulacién
a los 45°C, coincidiendo con nuestra hipétesis. Sin embargo, ésta fue capaz de
esporular a temperaturas desde los 30°C hasta los 50°C. De la cepa H-3, a
pesar de ser enterotoxigénica como la anterior, se obs;ervé una mayor
sensibilidad a las temperaturas mds extremas, es decir, no esporulé a
temperaturas menores de 37°C ni mayores de 45°C, aunque también su
temperatura dptima de esporulacién fue a los 45°C, pero con un menor grado
de esporulacién que la anterior. Por otro lado, las cepas no enterotoxigénicas
(ATCC-3624 y FD-1), mostraron sus niveles maximos de esporulacién a los
37°C, llegando a esporular hasta a 25°C, pero sin tolerar la temperatura méas

alta probada (50°C).



ABSTRACT

Clostridium perfringens was first recognized as an important cause of
foodborne disease in the 1940s and 1950s. This organism produces two quite
different human diseases that can be transmitted by food, i.e.,, C. perfringens type A
food poisonig and necrotic enteritis. The enterotoxin that causes the symptoms of the
illness is synthesized when the ingested cells sporulate in the small intestine.
Enterotoxin is released during sporulation. In recent studies has been showed that C.
perfringens has the ability to sporulate satisfactorily under its optimal growth
temperatures., However, the optimal sporulation temperature limits have not been
established yet. Consequently, the purpose of this work was to determine the optimal
sporulation temperatures and to prove the following hypothesis: the C. perfrigens
optimal sporulation temperature limits are similar to those of growth.

We used four C. perfringens strains, two enterotoxigenic (FD-1041 and H-3),
and two nonenterotoxigenic strains (ATCC-3624 and FD-1). These were mantained as
sporulated stock cultures in cooked meat medium at-20°C. We activated the strains in
thioglycolate medium at 752C/15’. After an incubation at 37°C/16h, 400l of the
vegetative culture were inoculated in Duncan-Strong medium (replacing starch with
raffinose for the enterotoxigenic strains). After an incubation at 372C/5-8h, samples of
the cultures were observed at the phase-contrast microscope to determine the
sporulation percentage of each strain. Finally, after a 24h incubation under anaerobic

conditions, the number of viable spores was determined by plate count.



Our results indicated that the enterotoxigenic strains had their optimal
sporulation temperature at 45°C like it growth temperature. FD-1041 was able to
sporulate from 30 to 50°C. H-3 strain, in spite of it ability to produce enterotoxin (fke
FD-1041), had a higher sensibility to temperatures above 37°C and over 45°C, and a
lower spore production. On the other hand, nonenterotoxigenic strains (ATCC-3624
and FD-1), showed their higher sporuiation levels at 379C, but having, anyway, very
high levels of spore production at 40 and 45°C. They were able to sporulate at

temperatures from 25°C to 45°C.
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INTRODUCCION

Las enfermedades gastrointestinales originadas por el consumo de alimentos
contaminados ocasionan importantes problemas socioeconémicos en todo el mundo.
Entte los principales contaminantes de alimentos se encuentran bacterias, hongos,
pardsitos, virus y sustancias quimicas, siendo las primeras las que causan un mayor
ndmero de enfermedades.

Entre las bacterias mas comunmente involucradas en la causalidad de estas
enfermedades a nivel mundial, se incluye a Salmonella Typhi y no Typhi, Shigella (Sh.
flexneri, Sh. dysenteriae y Sh. sonnei), Escherichia coli, Vibrio cholerae, Campylobacter
sp., Staphylococcus aureus, Clostridium petfringens, Bacillus cereus y Clostridium
botulinum (Todd, E.C.D., 1978; Kumate, ). y A. Isibasi, 1986).

A C. perfringens anteriormente se le relacionaba principalmente con la
gangrena gaseosa (mionecrosis clostridial), sin embargo, fue reconocido como una
importante causa de enfermedad de origen alimentario desde los afios 40s y 50s a
partir de los trabajos realizados por Knox, McDoenald, McClung y Hobbs (McClane,
B.A., 1997).

Clostridium perfringens es una bacteria anaerobia, gram positiva, formadora de
esporas que causa diversos problemas clinicos en humanos como: mionecrosis
clostridial, intoxicacién alimentaria, enterocolitis necrotizante de infantes, enteritis
necrética {(Garcia-Alvarado, J.S., 1990; Wada, A. et al, 1996) y diarrea infecciosa
asociada con la administracién de antibiéticos (Borrielo, S.P., et al, 1984; Larson, H.E. y

S.P. Borrielo, 1288), y se le ha asociado con el sindrome de muerte fulminante infantil



(Murrel, T.G.C. et al, 1987), entre otros. Ademads, causa problemas de importancia
veterinaria como la mionecrosis clostridial, enterotoxemia por C. perfringens tipo A,
enteritis hemorrdgica aguda entre otras (Blood, H. 1988). Ke perfringens es
posiblemente la bacteria patogénica mas ampliamente distribuida en el ambiente.

La intoxicacién alimentaria por C perfringens tipo A estid entre las
enfermedades gastrointestinales humanas mas comunes. Esta es producida al ingerir
alimentos contaminados con un gran nlimero de células vegetativas, que esporularan
y produciran la enterotoxina en el intestino (Labbé, R.G. 1989). Los sintomas
asociados con esta intoxicacién son diarrea y dolor abdominal severo los cuales son
mediados por una enterotoxina producida solamente durante la esporulacion del
microorganismo en el intestino delgado después de la ingelstién de alimento
contaminado (Kim, S., R.G. Labbé y S. Ryu, 2000).

La temperatura 6ptima de crecimiento de este microorganismo es de 43 a
46°C (Labbé, R.G., 1989). Ademads, como ya se menciond, este microorganismo tiene
la habilidad de producir esporas, las cuales pueden sobrevivir a temperatura elevadas
(Heredia, N.L. et af 1997). Esto podria favorecer la supervivencia del microorganismo
aun en los alimentos ya cocidos.

Aunque muchas especies de Bacillus y Clostridium esporulan
satisfactoriamente en sus temperaturas Optimas de crecimiento, dos reportes
indicaron que C. perfringens era incapaz de esporular en su temperatura optima de
crecimiento (Kim, CH. et al, 1967; Labbé, R.G. y CL. Duncan, 1974). Dichos
experimentos fueron lievados a cabo usando el medio de esporulacién (Duncan-

Strong) con almidén como la principal fuente de carbohidratos. Sin embargo,



recientemente se encontrd que muchas cepas enterotoxigénicas (ENT+) no eran
capaces de hidrolizar el almidén a temperaturas menores a 43°C y que el
microorganismo no podfa crecer bien bajo estas condiciones (Garcfa-Alvarado, ).S. et
al, 1992). Ademas del almidén, muchos otros carbohidratos y sustancias han mostrado
que colaboran con la esporulacién y la produccién de enterotoxinas de C. perfringens
a 37°C {Heredia, N.L. et af, 1991; Labbé, R.C. y L.L. Nolan, 1981; Labbé, R.G. y D.K.
Rey, 1979; Sacks, L.E, 1983). Ha sido demostrado también que a 32, 37 y 43°C C
perfringens crece bien sustituyendo el almidén por rafinosa como fuente de
carbohidratos en el medio de cultivo, cuando se trata de cepas toxigénicas (Garcia-
Alvarado, ].S. et al 1992). Sin embargo, a pesar de que sabemos qﬁe C. perfringens es
capaz de esporular satisfactoriamente a estas temperaturas (las Optimas de
crecimiento) ain no se ha determinado cual es su temperatura &ptima de
esporulacién.

Por esto en el presente trabajo se probaron diferentes temperaturas (desde las
minimas hasta las méaximas) que podria tolerar e} microorganismo para saber con
precision cudl es la temperatura en la que, en condiciones de laboratorio, hay una
mayor produccién de esporas. Ademds, se modific6 el medio Duncan-Strong de la
misma forma que en los estudios realizados por Garcia-Alvarado (i990), sustituyendo
el almidén por rafinosa en el caso de las cepas enterotoxigénicas, para evaluar su
comportamiento en cada una de las temperaturas probadas y compararlo con el de
las cepas no enterotoxigénicas incubadas con almidén. Esto con el fin de que en
estudios posteriores que se pudieran llevar a cabo acerca de la esporulacion y/o la

produccion de la enterotoxina se cuente con estos datos para facilitarlos. Y, por otro



lado, para poder evaluar los riesgos de contaminacién y proliferacién en los alimentos,
teniendo en cuenta las fuentes de carbono de los alimentos en cuestién y su relacién

con las temperaturas de coccién y/o mantenimiento dependiendo de fa cepa.



ANTECEDENTES

DESCRIPCION

Clostridium perfringens fue reconocido por primera vez como una importante
causa de enfermedades transmitidas por alimentos en los afios 40’s y 50’s a raiz del
trabajo realizado por Knox y McDonald. Se sabe que C. perfringens actualmente causa
dos diferentes enfermedades en humanos que pueden ser transmitidas por alimentos,
la intoxicacion alimentaria producida por C. perfringens tipo A y la enteritis necrética
(también conocida como Darmbrand o Pig-Bel), siendo la primera de mayor
frecuencia, tanto en sociedades industrializadas, como en las no industrializadas

(McClane, B.A., 1997).

Caracteristicas de C. perfringens

C. perfringens es una bacteria gram-positiva, en forma de bacilo, encapsulada,
inmovil, de tamano variable, que causa un amplio espectro de enfermedades en
humanos y animales, produce alrededor de trece toxinas diferentes (McClane, B.A.,
1997), incluyendo la a-toxina, la P-toxina, la e-toxina, la 9-toxina_, la x-toxina, la A
toxina, la 1-toxina, la p-toxina y la sialidasa. Los aislados individuales pueden ser
divididos en 5 tipos, de la A a la E, basados en las toxinas que producen (Rood, ).,
1998).

Ademds de dicha habilidad para producir toxinas activas en el tracto

gastrointestinal, C. perfringens posee algunas otras caracteristicas que contribuyen



significativamente con su habilidad de causar enfermedades de origen alimentario.
Esta bacteria tiene un rango de crecimiento de 15 a 52°C, y puede soportar
temperaturas hasta de 60°C por varias horas (Labbé, R.G., 1989). Su temperatura
optima de crecimiento (TOC) se sitda en un rango de 43 a 46°C (Kim, C.H., R.
Cheney, y M. Woodburn, 1967; Labbé, R.G. y C.L. Duncan, 1974). Dentro de estos
rangos las cepas pueden mostrar un tiempo de generacién de 8.8 min., sin embargo,
se han reportado tiempos de generacidon de hasta 7.1 min. (Willardsen, R.R. et al,,
1978). Los tiempos de generacion de C. perfringens son de los mas bajos reportados
para las bacterias, por lo que se le debe dar la debida atencion para la buena
conservacion de los alimentos debido a dicha capacidad (Labbé, R.G. 1989).
Ademas, bajo ciertas condiciones que ain no han sido completamente esclarecidas,
C. perfringens formard esporas que son altamente resistentes a estreses ambientales
como el calor, la desecacion vy la radiacion.

Los estudios citoldgicos acerca del proceso de esporulacién de C. perfringens
han sido limitados en el pasado por el hecho de que el microorganismo esporula muy
pobremente en la mayoria de los medios de laboratorio. Un medio fue descrito por
Ellner (1956) en el cual la esporulacion de C. perfringens se llevaba a cabo rapida y
cuantitativamente. Sin embargo, en estudios posteriores se disefiaron otros tipos de
medios donde se encontré que la presencia de carbohidratos era necesaria para un
abundante crecimiento y altos niveles de esporulacién. La mayc‘»rfa de los medios
complejos utilizados para estudiar la esporulacion de este microorganismo contenian
almidén como principal fuente de carbohidratos, El uso de almidones solubles

resultaba en una mayor esporulacién que la que se lograba con el uso de almidon de
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papa y maiz. Asi, el medio Duncan y Strong (DS) ha sido el mas ampliamente utilizado
para la esporulacién de C. perfringens (Garcia-Alvarado, ).S.,, M.A. Rodriguez, R.G.
Labbé, 1992).

C. perfringens es parte de la microfiora del suelo, y muchos reportes han
revelado la diseminacion de este microorganismo en alimentos crudoes y procesados.
Sin embargo, la mayor parte de estos aislados son cepas no enterotoxigénicas. En
investigaciones recientes se ha sugerido que solamente un 6% de todos los aislados
de C. perfringens acarrean el gen (cpe) que codifica para la enterotoxina (Kim, S., R.C.
Labbé y S. Rywt, 2000).

La prevalencia de las enfermedades causadas por este microorganismo se ve
favorecida por el hecho de que C perfringens es la bacteria patégena mas
ampliamente distribuida en el medio ambiente, su habitat principal es el suelo y el
contenido intestinal del hombre y animales (Smith, L.D.S., y B.L. Wiliiams, 1984).

Las cepas del tipo A, que son las principales productoras de la enterotoxina,
han sido encontradas en 1a mayor parte de las muestras de suelo o de materia fecal de
diferentes animales en donde se ha buscado (Labbé, R.G., 1989). Las cepas de otros
tipos parecen ser pardsitos obligados principalmente de animales domésticos y
ocasionalmente del hombre, y raramente se les aisla del suelo (Smith, L.D.S., 1984).

C perfringens se considera una bacteria anaerobia porque no produce colonias
en placas de agar continuamente expuestas al aire. Sin embargo, esto no representa
un impedimento para la habilidad de esta bacteria de caﬁsar enfermedades

alimentarias porque es capaz de tolerar cietta exposicién al aire y, comparada con
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otros anaerobios, requiere solamente cantidades modestas de reducciones en el

potencial de oxido-reduccién (E,) para crecer.

Influencia de la temperatura sobre las células vegetativas y la esporulacion

La temperatura a la cual una bacteria es incubada tiene un marcado efecto en
su crecimiento. Las células vegetativas de C perfringens son de alguna forma
tolerantes al calor. Aungque no son verdaderos termofilicos, las células vegetativas de
C. perfringens tienen una temperatura optima de crecimiento muy alta (43 a 45°C) y
puede continuar creciendo a temperaturas de 50°C. sin embargo, las células
vegetativas de C. perfringens no son particularmente tolerantes a la refrigeracion ni al
congelamiento. En contraste con las células vegetativas, las esporas son
considerablemente més resistentes al frio. La intoxicacion alimentaria puede
producirse si esporas viables presentes en alimentos refrigerados o congelados son
inducidas a germinar mientras estos alimentos son calentados para servirse (McClane,
B.A., 1997). Ademds, como se ha mencionado anteriormente, la resistencia al calor de
las esporas de C. perfringens puede contribuir claramente con la habilidad del
microorganismo para causar intoxicaciones alimentarias por permitirle sobrevivir a una
coccién incompleta de los alimentos.

Al cocinar un alimento contaminado con C. perfringens es posible eliminar a las
células vegetativas de la bacteria, pero algunas esporas pueden sobrevivir y con el
tratamiento con calor (choque térmico) aplicado a la comida son “activadas” para
germinar. Es decir, el cocimiento incompleto de los alimentos no sélo puede fallar al

librarlos de las esporas de C. perfringens, sino que puede facilitar el desarrollo de una
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intoxicacién alimentaria, porque el calentamiento (por €j. a 70 a 80°C por 20 min,) es
una excelente forma de inducir la germinacién de las esporas de C. perfringens
{(McClane, B.A. 1997). Las propiedades de resistencia al calor de las esporas
dependen tanto de factores ambientales como genéticos. Con respecto a los
primeros, el medio en el cual una espora de C. perfringens es calentada, influencia
claramente su resistencia al calor. En un medio relativamente protegido como el
medio de carne cocida, muchas esporas de C. perfringens sobrevivirdn a la ebullicién
por una hora o mds. Por otro lada, se ha establecido que la termorresistencia de las
esporas de C. perfringens varia considerablemente dependiendo de la cepa. Por otro
lado, el calentamiento disminuye el potencial de éxido-reduccién, provocando un
ambiente mas propicio para la germinacion y multiplicacién del microorganismo
(Garcia-Alvarado, J.S., 1990).

Se ha reportado que el choque térmico puede jugar un papel muy importante
en la germinacion de las esporas que contaminan el alimento. Barnes y otros (1963),
reportaron que sin un choque térmico previo sélo germinaba alrededor de un 3% de
las esporas presentes en la carne cruda, pero casi todas germinaban después de que
la carne habia sido calentada (Ando, Y. et al., 1985). El nitrito de sodio, un agente
curante de carnes, también inducia la germinacion de esporas de este
microorganismo y de otros anaerobios (Labbé, R.G., 1970).

Las esporas de algunas cepas de C. perfringens poseen una considerable
termaorresistencia y son Utiles para determinar los criterios térmicos para controlar a las

bacterias formadoras de esporas en la industria alimentaria y farmacéutica. Las
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condiciones ambientales durante la esporulacién influencian las propiedades de
resistencia de las esporas (McClane, B.A,, 1997).

En 1990 se conocia poco acerca de los factores que influenciaban la
termorresistencia de las esporas de C. perfringens. Ando y Tsuzuki (1983) reportaron
gue una carga de cationes intercambiable jugaba un importante papel en la
proteccién del sistema de germinacién de las esporas de C. perfringens del dafio
térmico. El pH y la capacidad amortiguadora del medio de esporulacién de C
periringens afectaban el nimero de esporas que eran formadas.

Otras condiciones ambientales que pueden ejercer una influencia sobre la
termorresistencia de las esporas bacterianas son la presencia y concentracién de
varios cationes, edad del cultivo, la presencia de etanol y los diferentes medios de
esporulacién. En un estudio realizado por Craven (1990} se mostré gue con diversos
amortiguadores cubriendo el rango de pH de 7.0 a 8.5, las esporas de C. perfringens
se inactivaban, pero no se dafiaban por el incremento del calor a medida que el pH
inicial del medio de esporulacion se incrementaba. Dependiendo del amortiguador, la
resistencia se incrementé para las esporas crecidas en un medio con un pH de 9.0.

A medida que el pH inicial del medio de esporulacion fue incrementado, la
resistencia a la inactivacién a 95°C o 105°C de las esporas cosechadas, se incrementd
también. Se sugirié que las proteinas del chogue térmico, que aparecen en las esporas
de B. subtilis en respuesta a un incremento en la temperatura, podrian ser las que
ayudaban a incrementar la termoestabilidad de las esporas.

Los resultados de este estudio demostraron que el incremento del pH inicial

del medio de esporulacién podia aumentar sustancialmente la resistencia a la
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inactivacion térmica de las esporas cosechadas, sin un aumento notable en la
resistencia al dafio de la espora, resultante del dafio al sistemna de germinacién
(Craven, S.E., 1990).

La termotolerancia inducible por calor ha sido descrita en varios organismos
eucariotes y procariotes. Este es un fenémeno donde la supervivencia celular a
temperaturas letales es aumentada significativamente por un corto pretratamiento a
temperaturas subletales. Durante el procesamiento de ciertos alimentos, las bacterias
contaminantes podrian ser expuestas a condiciones subletales. C. perfringens
representa un peligro significativo para los consumidores de alimentos que han sido
sometidos a procesamientos inadecuados o han sido mal manejados en algin punto
antes de su consumo. Estos eventos pueden ser afectados por los mecanismos de
supervivencia de la bacteria. Las altas temperaturas de crecimiento de C. perfringens y
la posibilidad de una tolerancia adquirida hacen a este microorganismo importante
para la seguridad de los alimentos. En un estudio realizado en nuestro laboratorio se
determiné el grado de termorresistencia conferido a C. perfringens por un choque
térmico (exposicion a una temperatura subletal), la cinética de su desarrollo y su
duracién.

Los resultados indicaron que un choque térmico incrementaba la
termotolerancia subsecuente de las células vegetativas. Por ejemplo, después del
choque térmico, la Ds,. de la cepa 1041 se incrementé de 5 a 10 min. La
termotolerancia adquirida fue dependiente de la cepa y mantenida por 2 h después

del tratamiento de choque térmico.
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Ademds, el choque térmico aplicado durante el proceso de esporulacion
resulté en esporas con una termotolerancia incrementada. Por otro lado, cuando el
choque térmico era aplicado a la tercera hora de incubacién, las esporas resultantes
de ambas cepas (FD-1041 y FD-1) eran mds sensibles al calor que el control. Esto
podria ser debido a una interferencia en etapas especificas de la esporulacién

(Heredia, N.L. et al, 1997).

Otros factores

El crecimiento de las células de C. perfringens en los alimentos es afectado por
otros factores ademas de la temperatura, incluyendo los niveles de a,, E, pH y
posiblemente la presencia de agentes curantes,

El nivel de a, mds bajo que soportan las células vegetativas de C. perfringens
para crecer es de 0.93 a 0.97, dependiendo del soluto utilizado para controlar la a,
del medie (McClane, B.A.,, 1997).

Como ya se ha mencionado, en relacion con otros anaerobios, C. perfringens
no requiere ambientes extremadamente reducidos para crecer. Si el E, no es lo
suficientemente bajo como para iniciar el crecimiento, entonces C. perfringens
modificard el E, de su ambiente circundante (produciendo moléculas reductoras como
ferredoxina) para producir condiciones ptimas para el crecimiento. El E, de muchos
alimentos comunes (carnes crudas o gravies, por ejemplo) es lo suficientemente bajo
como para permitir el crecimiento de C. perfringens (McClane, B.A., 1997

Su crecimiento también es sensible a pHs extremos, teniendo su crecimiento

optimo a pH de 6 a 7 (estos pHs son cominmente encontrados en los praductos
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carnicos que normalmente sirven de vehiculos para el microorganismo) y se ha
observado una severa inhibicion del crecimiento a pHs de < 5 y 2 8.3 (McClane, B.A,,
1997).

Uno de los papeles més importantes que juegan los fact;)res preservadores
como el pH, la a, y posiblemente los agentes curantes en el control de los niveles de
C. perfringens en los alimentos, es el de inhibir el crecimiento de las esporas en

germinacion (McClane, B.A., 1997).

Toxinas

Mientras que se conocen por lo menos 13 tipos de toxinas que son expresadas
por C. perfringens, individualmente, una célula de C. perfringens es capaz de producir
s6lo un subset definido de estas toxinas. Esto sera la base para c[agiﬁcar a los aislados
de C. perfringens en 5 tipos (A-E), dependiendo de su habilidad para expresar 4 (alfa,

beta, epsilon y iota) de las 13 (tabla).

Toxinas producidas

Tipo de C.

perfringens Alfa Beta Epsilon lota
A + : - .
B + + + -
C + + - -
D + s + .
E + - - +

(McClane, B.A., 1997)
Cada enfermedad de origen alimentario causada por C. perfringens estd
asociada con un tipo distinto de C perfringens. La enteritis necrética es causada por el

tipo C, siendo la C-oxina producida por este tipo el factor de virulencia primario
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involucrado con esta enfermedad. La intoxicacién alimentaria por C. perfringens es
causada por el tipo A (McClane, B.A,, 1997).
En la siguiente tabla se encuentra una breve descripcién de las toxinas mas

conocidas de C. perfringens

Toxina Actividad de la toxina Comentarios

Gamma Letal Se infirié su existencia a partir de discrepancias en
estudios de neutralizacion de filtrados de cultivos
toxicos por varios preparados de antitoxinas;
probablementie no importante en la produccién de

enfermedades
Delta Hemolisina in vitro Activa sélo en eritrocitos de ungulados; producida
por algunas cepas tipo By C
Eta Letal lgual que la toxina gamma
Teta Hemolisina; letal y | Producida por la mayoria de las cepas de todos fos
necrotizante en animales de |tipos; responsable de la zona interna de hemdlisis
jaboratorio en agar sangre )
Kappa Colagenasa Se cree que contribuye al ablandamiento de los
musculos en la mionecrosis; producida por los 5
tipos
Lambda Proteasa Producida por la mayoria de las cepas de tipo B y
E, y algunas del tipo D
Miu Hialuronidasa Probablemente sin mayor significancia en la

produccidn de enfermedades; producida por |a
mavyoria de las cepas tipo A y B, y algunos tipos de
CyD

Niu Desoxirribonucleasa Producida por cepas de todos los tipos excepto del
tipo B en casos de enteritis necrotica;
probablemente sin importancia de la produccién
de enfermedades.

(Cato, E.P., W.L. George y 5.M. Finegold, 1986. Manual Bergey's}.

Bl mecanismo de acciéon de la enterotoxina de C. perfringens no ha sido
elucidado de manera precisa, pero se conoce un proceso ordenado que involucra la
unién de la enterotoxina a un receptor en la superficie de las células de los mamiferos
y la formacién de un pequeiio complejo; la insercion del complejo de la enterotoxina
dentro de la membrana; la formacién de un gran complejo conteniendo la
enterotoxina, y los cambios resultantes de permeabilidad en la célula (Rood, |,

1998).
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La enterotoxina es una proteina termolabil (Duncan, C.L. y D.H. Strong, 1969)
formada por una cadena palipeptidica (Duffy, LK. et al., 1982), con una estructura
80% plegada y 20% enrollada al azar (Granum, P.E. y O. Harbitz, 1985). Esta
compuesta por 309 aminodcidos y tiene un peso molecular de 34.262 kDa y un
punto isoeléctrico de 4.5 (Yotis, W.W. y N. Catsimpoolas, 1975).

ENFERMEDADES

C. perfringens causa diversos problemas clinicos en humanos como:
mionecrosis clostridial, intoxicacién alimentaria, enterocolitis necrotizante de infantes,
enteritis necrética (Garcia-Alvarado, ).S., 1990; Wada, A, et al, 1996), diarrea
infecciosa asociada con la administracion de antibidticos (Borrielo, S.P., et al, 1984;
Larson, H.E. y S.P. Borrielo, 1988), y se le ha asociado con el sindrome de muerte
fulminante infantil (Murrel, T.G.C. et al, 1987), entre otros. Ademds, causa problemas
de importancia veterinaria como la mionecrosis clostridial, enterotoxemia por C.
perfringens tipo A, enteritis hemorragica aguda en terneros y bévidos adultos,
clostridiosis intestinal equina, enterotoxemia por C. perfringens tipos B y C en
corderos, terneros, cerdos y potros y enterotoxemia por C. perfringens tipe D (rifién
pulposo) en corderos, ovejas adultas, cabras y terneros (Blood).

Recientemente, el espectro epidemiolégico de la enfermedad se ha expandido
hasta incluir casos esporadicos de diarrea, diarrea asociada con antibidticos y diarrea
en hogares geridtricos (Wada, A. et al, 1996). Un nimero importante de las diarreas
causadas por C. perfringens se presenta en pacientes que han recibido tratamientos
con antibiéticos como penicilina, co-trimoxazol y cefuroxina (Borriello, S.P. et al,

1984).
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Intoxicacién por alimentos

C. perfringens es una fuente comin de intoxicacién alimentaria en humanos,
siendo responsable de un 10% de los brotes de etiologfa identificada en EE.UU.
Después de la ingestion de alimento contaminado conteniendo células vegetativas, los
sintomas son causados por la produccion de una potente enterotoxina (CPE)
producida por células en esporulacién en el tracto gastrointestinal (Zhao, Y. y S.B.
Melville, 1998).

C. perfringens es ubicuo en el ambiente. Por ejemplo, este organismo es
comiinmente encontrado en el suelo (a niveles de 10° a 10* UFC/g), alimentos (el
50% de la carne cruda o congelada contiene C. perfringens), polvo, y en el tracto
intestinal de humanos y animales domésticos (las heces humanas tipicamente
contienen 10° a 10° células de C. perfringens por gramo). Se ha reportado que la
bacteria puede esporular en productos cérnicos como la carne de res, pollo, pavo,
atun, etc,, donde pueden alcanzar niveles tan altos como los que se obtienen en los
medios de cultivo artificiales (Naik, H.S. y C.L. Duncan, 1977; Craven, S.E., 1980). La
esporulacién ademas de favorecer la supervivencia del micrt:;organismo, puede ser
fuente de contaminacién para otros alimentos. Esta distribucién tan amplia de C
perfringens siempre ha sido considerada como fa primera explicacion de la
prevalencia de la intoxicacién alimentaria por C. perfringens tipo A, sin embargo, en
dos estudios independientes de grandes cantidades de aislados de C. perfringens a
partir de animales y otras fuentes ambientales han sugetido que menos del 5% de
todos estos aislados poseen el gen cpe, el cual es considerado esencial para producir

los sintomas de dicha intoxicacién.
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Saito utiliz6 pruebas serolégicas modernas, altamente sensibles y especificas
para analizar heces animales y humanas, asf como alimentos, para buscar la presencia
de aislados de C. perfringens positivos a CPE (enterotoxina de C. perfringens). Esta
investigacion mostré gue mientras que las células de C. perfringens son comunes en
carne de aves, de puerco y mariscos, solamente algunos de los aislados de mariscos
fueron enterotoxigénicos. Sin embargo, la carne de res y de aves no debe ser excluida
como reservorio potencial de aislados de C. perfringens positivos a CPE (McClane,
B.A., 1997).

En este estudio también se encontré que aproximadamente el 6% de las heces
de manejadores de alimentos presumiblemente sanos contenian algunos aislados de
C. perfringens enterotoxigénicos. Por otro lado, aunque en el estudio de Saito no se
encontraron aislados enterotoxigénicos en aves, porcinos ni bovinos, en otro estudio
reciente se encontraron en una variedad de animales (incluyendo animales para
consumo). Sin embargo, atlin con estos resultados es prematuro afirmar que los
animales representan un reservorio significativo para los aislados positivos a CPE que
causan la intoxicacién alimentaria en humanos, a partir de que nuevos hallazgos
sugieren que el gen cpe es originado de plasmido en los aislados animales pero es
cromosomal en los aislados de intoxicaciones alimentarias en humanos (McClane,
B.A., 1997).

En las estadisticas CDC (Centers for Disease Control) de 1973-1987, la carne
de res y de pollo continuaba con sus roles tradicionales como los alimentos mas
comunes que servian como vehiculo en los Estados Unidos. La carne de res causé casi

el 30% de todos los brotes de la intoxicacién durante este periodo, seguido por la
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carne de pave y pollo a la par con el 15% aproximadamente. Estas estadisticas
también indicaron que la comida mexicana que contenia came estaba surgiendo

como importante vehiculo para dicha intoxicacién (McClane, B.A., 1997).

Otros factores

La intoxicacién por C. perfringens tipo A casi siempre resulta del abuso de la
temperatura durante la coccién, enfriamiento y almacenamiento de los alimentos. La
CDC reporta (en Estados Unidos) que un almacenamiento o temperaturas de
almacenamiento incorrectos, contribuyeron en un 97% de los brotes recientes de la
intoxicacién, mientras que el cocimiento incorrecto fue la causa en el 65% de los
brotes. Otros factores importantes que contribuyen con la intoxicacion incluyen
equipo centaminado y una pobre higiene del personal, los cuales fueron involucrados
en un 28 y 26% de los casos respectivamente, Como se mencioné anteriormente, la
importancia del abuso de las temperaturas en esta intoxicacién no es sorprendente
dada la relativa termotolerancia de las células vegetativas de C. perfringens y
particularmente, de la alta termotolerancia de sus esporas. Ademas, el cocimiento
incompleto promueve esta enfermedad incrementando las tasas de germinacién de
las esporas presentes en los alimentos; después del cambio de estas esporas en
células vegetativas, C. perfringens pueden multiplicarse rapidamente (McClane, B.A,,

1997).
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Signos y sintomas

Estos sintomas se desarrollan de 8 a 24 horas después de la ingestién de
alimentos contaminados y usualmente se resuelve espontaneamente dentro de las
siguientes 12 a 24 horas. Las victimas de la intoxicacién sufren tipicamente diarrea y
cblicos abdominales severos; el vémito, las nduseas y la fiebre no son comdnmente
asociados con esta intoxicacion (McClane, B.A., 1997). La ingestién de la enterotoxina
preformada podria resultar en una sintomatologia mas severa que incluiria vémito y
dolor de cabeza (Craven, S.E., L.E. Blakenship y J.L. McDonel, 1981).

La toxi-infeccion alimentaria puede ocurrir al ingerir el alimento contaminado
con uno o una combinacion de los siguientes factores: a) celular vegetativas (entre
4x10° y 6x10%); b) células en esporulacién y/o, c) enterotoxina (Garcfa Alvarado, J.S.,
1990). Generalmente la toxi-infeccién alimentaria aparece después de 2 a 12 hrs de
haberse ingerido el alimento. Sin embargo, en muchos casos la sintomatologia
aparece solo dos horas después de la ingestion del producto contaminado (Robinson,
JA. y M.O. Messer, 1969; Sanders, S. Y R.H. Hutchenson, 1974; Robertson, .M. et al,
1977). Esto ha sugerido que las células en esporulacién o la enterotoxina preformada
en el alimento pueden jugar un papel muy importante en la rapida aparicién de los

sintomas (Naik, H.S. y C.L. Duncan, 1977; Craven, S.E., 1980).

Patogenia
Un calentamiento, almacenamiento, o recalentamiento inadecuado de la carne
o de alimentos que contengan carne, da lugar a la germinacién de las esporas

contaminantes de C. perfringens y al rapido crecimiento de las células vegetativas
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resultantes. La ingestién de estos alimentos contaminados da lugar a una infeccién del
tracto gastrointestinal. Muchas de las células vegetativas probablemente mueren
cuando se ven expuestas a la acidez del estémago, pero si el vehiculo estd
suficientemente contaminado, algunas de las células vegetativas sobreviven al paso a
través del mismo y entran en el intestino delgado, donde se multiplican y esporulan.
Cuando esto sucede y se libera la enterotoxina, ésta actia sobre las células epiteliales
del tracto gastrointestinal causando una pérdida de fluidos y electrolitos. A diferencia
de las enterotoxinas del célera y de E. coli, la CPE no afecta los niveles de AMPc. La
enterotoxina es citotéxica, dafiando las células epiteliales intestinales a nivel de las
vellosidades (Rood, Jl, 1998). Una vez liberada en el lumen intestinal, la CPE
rapidamente se une a receptores en la superficie de la membran.a de las células de
borde de cepillo de las células epiteliales del intestino. Entonces, el complejo receptor-
CPE parece formar un poro, dando lugar a la perdida de solutos y a una eventual
muerte celular (Zhao, Y. y S.B. Melville, 1998). La evidencia indica que es este dafno
tisular intestinal inducido por la CPE lo que ocasiona la pérdida de fluidos
(clinicamente manifestada por diarrea) (McClane, B.A, 1997). La enfermedad es
usualmente autolimitante y en individuos saludables se resuelve en uno o dos dfas.
Los pacientes geridtricos o debilitados pueden ser afectados mas severamente. No
todos los aislados de C. perfringens pueden causar intoxicacién porque no todos ellos
portan el gen cpe y, en consecuencia, no tienen la habilidad de producir la
enterotoxina (Rood, J.I, 1998).

A nivel histolégico, el ileon muestra descamacion de las células epiteliales de

las vellosidades intestinales. El “borde de cepillo” en el intestino pierde su
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configuracion plegada, y grandes cantidades de membranas celulares y contenido

citoplasmatico se pierden en el lumen intestinal (McDonel. |. et al 1978).

Susceptibilidad

Mientras que la tasa de mortalidad en esta intoxicacién es baja, la muerte es
mas prevalente en individuos debilitados o ancianos afectados con esta enfermedad
(McClane, B.A., 1997).

De enero a agosto de 1993 en el Hospital Geriatrico Metropolitano de Tokio,
se cultivaron 69 muestras fecales de 58 pacientes geriatricos que presentaban cuadros
de anorexia, diarrea y/o vémito para aislar C. perfringens. Se obtuvieron 60 aislados de
C. perfringens de 49 de los 58 pacientes muestreados, donde 52 de 43 pacientes
resultaron positivos a la enterotoxina (Wada, A. et al, 1996).

Epidemiologia

Dentro de los brotes de enfermedades de origen alimentario causadas por
bacterias, el 93% de los brotes y 94% de los casos reportados (de 1973 a 1987),
fueron causadas por los siguientes siete patdgenos: B. cereus, Campylobacter, C.
botulinum, C. perfringens, Salmonella, Shigella y S. aureus (Bean, N.H. y P.M. Giriffin,
1990).

La intoxicacion alimentaria producida por C. perfringens tipo A se encuentra
anualmente entre las enfermedades producidas por alimentos mas comunes en los
Estados Unidos y Europa. Sin embargo, a pesar de que la mayoria de los casos no se
reportan, hay estadisticas oficiales que muestran significativamente la prevalencia e

impacto de esta intoxicacion. Se ha estimado que actualmente existen 652,000 casos
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de esta intoxicacién en los Estados Unidos, con un promedio de 7.6 muertes por afio
y costos anuales de 123 millones de délares (McClane, B.A,, 1997). Sin embargo, la
proporcién de brotes causados por C. perfringens ha decrecido con el tiempo, de un
12% de los brotes en 1973-75 a un 3% en 1985-87. A pesar de estos datos, durante el
periodo del estudio realizado por Bean y Griffin (1990), no se sabia con claridad si
este decremento era real o era una disminucion en el nimero de veces que las
confirmaciones de laboratorio fueron enviadas por brotes sospechosos.

Segun una recopilacion de datos de la CDC (Centers for Disease Control, EE
UU), la proporcién de brotes de enfermedades de origen alimentario causados por
bacterias, en los cuales los alimentos implicados fueron preparados en
establecimientos comerciales o institucionales, se incrementé de un 63% en 1973-75
a un 80% en 1985-87. Esta tendencia fue observada para C. perfringens, Salmonella,
Shigelta y S. aureus (Bean, N.H. y P.M. Griffin, 1990). Este patrén epidemiolégico
resulta por al menos dos factores. Primero, las grandes instituciones y ciertos tipos de
establecimientos comerciales, generalmente preparan comidas anticipadamente y
después las guardan para servirla més tarde (permitiendo el posible crecimiento de C.
petfringens). Segundo, tomando en cuenta los sintomas relativamente suaves de la
mayorfa de los casos de la intoxicacién por C. perfringens tipo A, solamente cuando
un numero significativo de personas se enferman simultdneamente con sintomas de
diarrea, es cuando las autoridades de salud publica pueden llegar a investigar,
identificar y reportar esta enfermedad. Esta intoxicacién puede ocurrir en cualquier

época del afio pero es ligeramente mas com(in en los meses de verano, posiblemente
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porque las altas temperaturas del ambiente facilitan el abuso en las temperaturas de
los alimentos durante el enfriamiento y el almacenaje (McClane, B.A., 1997).

Por otro lado, la proporcién de brotes y casos con un vehiculo conocido
asociados con carne de res fue decreciendo paulatinamente durante un periodo de
15 anos (1973-1987). Sin embargo, la carne de res sigue siendo uno de los vehiculos
mas frecuentes para enfermedades de origen alimentario. Durante este periodo, se
reportaron 51 brotes (en Estados Unidos) asociados con la carne de res, 23 con
comida mexicana, 19 con pavo y 9 con pollo, entre otros. La cantidad de muertes
ocasionadas por intoxicaciones por esta bacteria fueron 12. lLas temperaturas
inadecuadas de almacenamiento fueron el factor mas frecuentemente reportado
relacionado con C. perfringens (97%) y B. cereus (94%). Otros factores importantes
incluyeron una coccién inadecuada (65%), el uso de equipo contaminado (28%) y

una pobre higiene del personal (26%) (Bean, N.H. y P.M. Griffin, 1990).

ESPORULACION

Esta es la habilidad, de cierios organismos y bajo ciertas condiciones, de pasar
por cambios morfolégicos vy fisiolégicos progresivos que terminan en la formacién de
estructuras latentes. Estas estructuras incluyen a las endosporas, las cuales son
producidas en su mayoria por los géneros gram-positivos, formadores de esporas
Bacillus y Clostridium, entre otros.

La emergencia de una célula vegetativa a partir de la espora tiene lugar

solamente cuando las condiciones fisiolégicas son favorables.
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Esporogénesis

Célula @ Espora

Germinacion,
Crecimiento

Las esporas son formas de vida latentes capaces de sobrevivir por periodos
prolongados pero estdn dotadas con la capacidad de restablecer rapidamente el
crecimiento vegetativo. La reiniciacién del crecimiento vegetativa sigue a una
estimulacion por algin factor ambiental. Existen dos etapas en este proceso. Primero,
el estado latente se pierde en pocos minutos en una serie de reacciones degradativas
colectivamente llamadas germinacion. En la presencia de nutrientes adecuados, la
germinacion es seguida por una fase que dura alrededor de una hora durante la cual
la espora germinada gradualmente se desarrolla en una célula vegetativa. Este proceso
se conoce como crecimiento. Durante este periodo, se van perdiendo gradualmente
componentes especificos de |a espora (Dawes I, 1980).

En un cultivo de bacterias formadoras de esporas, los factores fisiol6gicos y
ambientales pueden afectar hasta el punto de detener en crecimiento vegetativo, y
entonces, después de varias horas, una espora intracelular, llamada “endospora”,
aparece en cada célula. Todos los eventos que dan lugar a la conversién de una célula
vegetativa en espora se definen como esporogénesis. Aquellas etapas de la
esporogénesis que conciernen sélo a la sintesis y ensamblaje de los componentes de
la espora son definidas como esporufacién. El producto final, la espora latente, difiere

citolégica, fisiolégica y bioguimicamente de la célula vegetativa. Dentro estas
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diferencias se podrian mencionar [as siguientes: en las esporas podemos encontrar
acido dipicolinico que ocupa del 5 al 15% del peso seco de la espora, altos niveles de
metales divalentes y compuestos $-S que en las células vegetativas no se encuentran.
Ademas, las esporas tienen poco agua o carecen de ella (Dawes, 1, 1980).

La espora madura contiene varias capas. La cubierta mds externa que rodea la
espora es llamada exosporium que es una capa delgada y delicada. Por debajo del
exosporium descansan varias capas Wamadas cubiertas de la espora. Estas estdn
compuestas por varias capas laminadas de proteina, cada una de aproximadamente
2.0 a 2.5 m de grosor. Debajo de ésta se localiza una delgada membrana que separa
la cipsula de la espora de un drea de baja densidad electr6nica. Esta area, llamada
cortex, ocupa aproximadamente la mitad del volumen de la espora. Es un componente
especifico de la espora. En ella se localiza el &cido dipicolinico, los polimeros
mucopéptidos y el calcio. Todo esto hace que las esporas posean una marcada
resistencia a rayos UV y X, al calor, a solventes organicos y quimicos, y a la
desecacion (Dawes, 1. 1980]).

La esporogénesis se inicia por factores externos como: cambios en los niveles
de pH, de aireacién, de temperatura, de nutrientes, de cationes, de las fuentes de
nitrégeno y carbono disponibles. La esporogénesis ocurre tanto masivamente al final
del crecimiento vegetativo como a bajas frecuencias en cultivos exponenciales
(Dawes, {, 1980).

Este conjunto de cambios se inicia como una respuesta a una de las siguientes
deficiencias nutricionales: a) disminucién en el medio de cultivo de las fuentes de

carbono, nitrégeno o fésforo de rapido metabolismo: las células vegetativas se
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multiplican en el medio de cultivo, hasta que se reduce la concentracién de uno de
los nutrientes necesarios para el crecimiento, esto es reconocido ﬁor la célula como
un signo para iniciar la esporulacién (Garcia-Alvarado, ].S., 1990); b) falta de un
aminodcido esencial: la disminucién siibita de uno o mds aminoacidos en el medio de
cultivo puede provocar una respuesta severa que implica el cese de sintesis de
proteina y de RNA, y se provoca también una inhibicidon en la produccién de
(p)ppGpp Y en la actividad de la IMP deshidrogenasa, resultando en una disminucién
de nucleétidos de guanina que conduce al inicio de la esporulacién (Freese, E., 1981)
y, ¢) inhibicién directa de la sintesis de nucle6tidos de guanosina: la decoinina, un
inhibidor de la sintesis de GMP fue capaz de promover la esporulacién de C
perfringens (Sacks, L.E,, 1980). La cafeina, que inhibe la via de las purinas, también
mostré la induccién de la esporulacion en C. perfringens (Labbé, R.C. y L.L. Nolan,
1981, 1987).

Para estudiar la esporulacién de C. perfringens se ha reportado el disefio de
varios medios de cultivo (Ellner, P.D,, 1956; Kim, C.H., R. Cheney y M. Woodbury,
1967; Duncan, C.L. y D.H. Strong, 1968; Ting M.N. y D.Y.C. Fung, 1972; Gyobu, Y. y
H. Kodama, 1976; Sacks L.E. y P.A. Thompson, 1978; Tortora, J.C.O., 1984; Phillips,
K.D., 1986; Harmon, S.M. y D.A. Kauttler, 1986; Utshijima, T., A. Sugitani y Y. Ozaki,
1987). La gran mayoria de estos medios estan formulados principalmente por
peptonas y almidén. Bl mas empleado de todos es el formulado por Duncan y Strong

(1968), también conocido como medio DS.
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La esporulacién en esta bacteria y la produccién de enterotoxina se pueden
llevar a cabo dentro de un rango de pH de 6.0 a 8.5, con un optimo cerca de la

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

Transformacion de la espora latente en célula vegetativa

Tres procesos secuenciales son los responsables de |la transformacion de una
espora en una célula vegelativa: (a) la activacién, que condiciona a la espora a
germinar en un ambiente apropiado, (b) la germinacién, proceso irreversible que
resulta en la pérdida de las caracteristicas tipicas de una espora latente, y (c) el
crecimiento, en €l cual son sintetizadas nuevas clases de proteinas y estructuras dando
lugar a la conversién de [a espora en una nueva célula vegetativa.

1) Activacién.
Es un proceso reversible que condiciona a la espora a germinar en un ambiente
apropiado y se da por calor u otro tratamiento. Todavia se consideran estructuras
latentes que conservan las caracteristicas de las esporas.

2) Germinacion.
Es un proceso itreversible que resulta de un gran ndmero de eventos simultaneos que
tienen lugar poco después de la exposicién de las esporas activadas a estimulantes
especificos. Esta estd acompafiada por el hinchamiento de la e;pora, la ruptura o
absorcién de la cdpsula de la espora y la pérdida de un nimero de sus propiedades
fisiolégicas tipicas. Asi, hay una pérdida de la resistencia a estreses ambientales,

pérdida de la refractabilidad, aumento de la permeabilidad, liberacién de los
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componentes de la espora (cido dipicolinico, calcio, péptidos) y un aumento de la
actividad metabdlica,

3) Crecimiento.
En esta etapa, las proteinas y las estructuras de la célula vegetativa son sintetizadas de

novo. Se considera hasta el momento de la divisién celular y el retorno al crecimiento

vegetativo.

Cambios morfologicos y biogquimicos durante la formacion de esporas

La secuencia de cambios morfolégicos que resultan en la formacién de una
espora ha sido dilucidada por microscopia electrénica y es similar para todas las
especies de Bacillus y Clostridium que han sido examinadas. Aunque el proceso es
continuo, es conveniente dividirlo en etapas definidas por Ryter y representadas por
nimeros romanos. Las bacterias en crecimiento (vegetativas) son designadas a la
etapa 0. La etapa | fue originalmente identificada como una condensacién de los dos
niicleos de las células vegetativas para formar un filamento axial simple de cromatina.
La etapa |l muestra la complecién de un septo formado por la invaginacién de la
membrana y el crecimiento hacia un polo de la célula. Durante |a etapa lll, en la que
se lleva a cabo la formacién de un protoplasto libre de la célula madre. Esto se realiza
por el hinchamiento del septo de la espora hacia dentro del citoplasma, seguido por
los movimientos de los puntos de adhesién de los extremos del septo hacia el polo de
la célula madre. La etapa IV es la deposicién de la pared celular de la célula germinal
primordial y la corteza entre las membranas del protoplasto de la espora. La

deposicién de la cubierta de la espora alrededor de la corteza define la etapa V, y la
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etapa VI es la “maduracién” de la espora, al tiempo que ésta desarrolla sus
propiedades de resistencia caracteristicas. Durante la etapa VI, la célula madre se lisa
y libera la espora completada (Diff) .

Las actividades bioquimicas que aparecen durante la esporulacién pueden o
no, ser necesarias y especificas para el proceso. Estas pueden ser divididas en varias
clases funcionales en un intento para categorizar este problema. (i) Aparicién de
componentes que no ocurre durante el crecimiento y se encuentran sélo en células
esporulantes y que son aparentemente necesarios para la formacién de esporas.
Ejemplos de esto pueden ser los peptidoglicanos de la corteza (que difieren
estructuralmente de aquellos de la pared celular) y las proteinas de la cubierta de la
espora. (i) Cambios en la funcién vegetativa que son necesarios para la esporulacion.
(iii) Efectos secundarios disparados por la secuencia primaria de eventos durante la
esporulacién, pero que no pueden por sf mismos jugar un papel importante en el
proceso. (iv) Cambios que resultan de la caida nutricional utilizados para iniciar la
esporulacién pero que no estin conectados con la esporulacién. Ejemplos son el
incremento en las actividades de la c-amilasa y arginasa. (v) La apariciéon de los
componentes que pueden ser requeridos durante la subsecuente germinacion de la
espora completada pero que no tienen otro papel en la formacién de la espora
(Piggot, P.). y ).G. Coote, 1976).

En las observaciones realizadas por Smith (1956) se concluyé que el cicdo de
esporulacion de C. perfringens involucraba cuatro diferentes -etapas citolégicas.
Primera, una porcién terminal de la cromatina de las células vegetativas forma el

nicleo de la espora en formacién. Esto no se vuelve obvio hasta las tres horas
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después de que las células vegetativas fueron introducidas en el medio de
esporulacion. La espora en formacién se mantiene localizada en una posicién terminal
extrema hasta la maduracién. Segunda, una vez que la espora esta formada, se alarga
considerablemente y se enguista. Tercera, posterior al enguistamiento el esporangio
(que habia tomado una forma elipsoidal) empieza a contraerse, causando el
desplazamiento de la espora a una posicién mas centrada, El esporangio se contrae
progresivamente hasta que, finalmente, en la cuarta etaba, la membrana
citoplasmatica del esporangio parece envolver la pared de la espora por un proceso
de laminacién. Asi, la pared de la espora madura esta compuesta de dos capas (Smith,

A.G.y P.D. Eliner, 1956).

La esporulacién y la formacién de la enterotoxina

Una de las caracteristicas mds importantes de C. perfringens, desde el punto de
vista médico, es su capacidad para producir la enterotoxina, ya que ésta es la causa de
las enfermedades gastrointestinales provocadas por este miéroorganismo. Esta
proteina se sintetiza y acumula intracelularmente durante la esporulacién de la
bacteria (Garcia-Alvarado, ).S., 1990). Sin embargo, la CPE no es secretada por las
células en esporulacién, sino que es liberada al intestino cuando la célula madre es
lisada durante la liberacion de la nueva espora. Los aislados de C. perfringens
producen factores regulatorios que dan lugar a una expresién de CPE asociada a la
esporulacién. La sintesis de CPE parece empezar rdpidamente después de la
induccién de la esporulacion y después progresivamente aumenta en las siguientes 6

a 8 horas de esporulacién (McClane, B.A., 1997).
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Tanto la sintesis de |la enterotoxina como la de las proteinas de las capas de la
cubierta de la espora se inician dentro de los primeros eventos de la esporulacién y
son codificadas por un RNA mensajero estable (Labbe, R.G. y C.L. Duncan, 1977).

Duncan et al (1972), haciendo estudios con cepas mutantes de C. perfringens,
reportaron que la enterotoxina es un producto de uno de los genes especificos de la
esporulacién. Asi, la esporulacion y la produccién de la enterotoxina en esta bacteria
mantienen una relacién fisiolégica muy estrecha. Ademads, las cantidades de
enterotoxina que pueden causar un problema intestinal solo se producen durante la
esporulacién del microorganismo (Strong, D.H,, C.L. Duncan y G. Perna, 1971; Labbe,
R.G., 1980).

Para comprobar esto, en 1972, Duncan et al encontraron evidencia genética
gue asociaba la esporulacion con la sintesis de CPE en una cepa positiva a la
enterotoxina (NCTC 8798). Los mutantes blogueados en la fase 0 de la esporulacion
fueron incapaces de expresar la CPE, mientras que mutantes bloqueados en las etapas
ill, IV y V continuaron haciéndolo, pero en cantidades menores (Zhao, Y. y S.B.
Melville, 1998).

El grado de termorresistencia de las esporas depende de las condiciones que
imperan en el ambiente durante la formacién de las esporas; de igual manera influiran
las condiciones en que se mide esa capacidad (Garcia-Alvarado, }.S., 1990).

El almidon como constituyente de los medios de cultivo, ha sido el
carbohidrato mas extensamente utilizado para hacer estudios tanto de la esporulacién
como de la produccién de la enterotoxina. Se ha demostrado ademds, que la fuente

de obtencion y el método de preparacion de este carbohidrato tienen influencia en la
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produccion de esporas y de enterotoxina, y que el almidon soluble es mejor para esos
fines que el extraido de papa o maiz (Labbe, R.G. et al, 1976). El empleo de otros
carbohidratos como la rafinosa, mejora la produccién de esporas y de enterotoxina de
algunas de las cepas que se han estudiado (Labbe, R.G. y D.K. Rey, 1979).

Para muchas especies de los géneros Bacillus y Clostridium, la temperatura
optima de esporulacién es muy similar a la optima de crecimiento (Williams, O.B. y
W.). Robertson, 1953; Warth, AD. 1978). Sin embargo, para C: perfringens se ha
reportado que la temperatura éptima para la esporulaciéon y la produccién de
enterotoxina es de 37°C, la cual esta muy por debajo de su optima de crecimiento
que es de 43 a 46°C. Ademds, se ha reportado que a esta dltima temperatura, la
esporulacion y la produccion de la enterotoxina ocurre en muy bajas proporciones o
no es detectable (Kim, C, R. Cheney y M. Woodburm, 1967; Labbe, R.G. y CL.
Duncan, 1974; Rey, C.R,, HW. Walker y P.L. Rohrbaugh, 1975).

Sin embargo, en experimentos realizados en nuestro laboratorio, se observo
que el medio DS con almidén no producia un crecimiento satisfactorio de las cepas a
46°C comparado con el que se obtenia a 37°C. Ademas, se mostré que cuando se
sustitufa el almidén del medio por rafinosa, se obtenia a 46°C un crecimiento mucho
mayor y se podian observar esporas maduras (Garcia-Alvarado, J.S., 1990).

Esto se debe a que el almiddn es hidrolizado por una a-amilasa producida por
el microorganismo. Ha sido demostrado que en algunas especies de bacterias y
levaduras, la temperatura de crecimiento puede afectar la secrecién de amilasa y asi la
hidrélisis del almiddn. Asi se demostré que la habilidad para crecer-y esporular de este

microorganismo en este medio es dependiente de la actividad de una amilasa en cada
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cepa. También se mostré que la incapacidad de las cepas enterotoxigénicas para
esporular a 46°C es debida a que carecen de una amilasa extracelular funcional
(Garcia-Alvarado, ).S., 1990).

Con todos los anteriores antecedentes, consideramos que el estudio de los
fenédmenos relacionados con la esporulacién de C. perfringens sigue siendo muy
importante. En trabajos previos al presente, se mencionan varias temperaturas de
esporulacion donde se considera que C. perfringens esporula satisfactoriamente. En
este trabajo se pretende determinar la temperatura ¢ptima de esporulacién para
cuatro cepas diferentes de C perfringens: dos productoras de la énterotoxina y dos
que no la producen. Ademas, sobre la base de los resultados obtenidos en los trabajos
de Garcfa-Alvarado (1990), las cepas enterotoxigénicas se probarin con medio de
esporulacion Duncan-Strong (DS) utilizando rafinosa (en lugar del almidén) como

fuente de carbohidratos.
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HIPOTESIS

La temperatura 6ptima de crecimiento de C. perfringens es similar a su temperatura

éptima de esporulacién.

OBJETIVO

Determinar la temperatura 6ptima de esporulacién de 4 cepas de C. perfringens.
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MATERIAL Y METODO

Cepas

Se utiizaron cuatro cepas de Clostridium perfringens: la FD-1041 y la H-3, que
son cepas enterotoxigénicas y, la ATCC-3624 y la FD-1 que son no enterotoxigénicas.
Estas se mantuvieron en medio de carne cocida segiin Robertson (Willis, A.T,, 1960)

como cultivo esporulado de reserva y se conservaron en congelacion a -20°C.

Inoculacién y esporulacion

Las cepas se activaron inoculando una alicuota del medio de reserva en tubos
con 10 ml de caldo tioglicolato e inmediatamente después se sometieron a un choque
térmico de 75°C por 15 min. a fin de estimular la germinacién de las esporas.
Posteriormente, los tubos se enfriaron a temperatura ambiente y se incubaron a 37°C
por 16 hrs. Después de la incubacién, fueron transferidos 40 pl al medio de
esporulacién (1%) en tubos con 4 pl de medio DS con almidén para las cepas no
enterotoxigénicas y con rafinosa para las enterotoxigénicas. Las temperaturas de
incubacién probadas fueron las siguientes: 20, 25, 30, 37, 40, 45, 50 y 55°C. Después
de 5 a 8 hrs de incubacién se tomd una alicuota y se determiné el porcentaje de
esporulacién en un microscopio de contraste de fases. Al término de las 24 hrs de
incubacién se realizaron plagueos con agar nutritivo (1.5% peptona, 1% extracto de
levadura y 1.5% agar) poniendo las placas a incubar en condiciones de anaerobiosis
(95% de CO, y 5% de N) durante 24 hrs a 37°C. Todos los experimentos se

realizaron por duplicado al menos con tres repeticiones ¢ada uno.
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RESULTADOS

Se midieron dos parametros: el porcentaje de esporulacion a las 6-8 h,
mediante observaciones en el microscopio de contraste de fases, y la cantidad de
esporas viables determinado por cuentas de colonias (UFC) después de 24 h de
cultivo en condiciones de anaerobiosis. Estas colonias se formaban a partir de cada
espora germinada.

Analizando las cepas por separado, encontramos dque las dos cepas
enterotoxigénicas, FD-1041 y H-3, tuvieron comportamientos similares. La primera,
tuvo su maxima produccién de esporas (3.07x10°) a 45°C. Y la segunda, también
mostré su madxima esporulacion a la misma temperatura, pero en menor cantidad
(1.84x10%. Ambas muestran una alta tasa de esporulacién (Figs. 1y 2} a los 37°C, un
ligero decremento a los 40°C y, maximo a los 45°C. Posteriormente se pudo observar
gue la cepa FD-1041 todavia siguié esporulanda a 50°C, deteniéndose este proceso a
55%C. En el caso de la cepa H-3, sélo llegb a esporular a 37, 40 y 45°C, con las otras
temperaturas no se observo crecimiento (Fig. 2).

En cuanto a los porcentajes de esporulacidn, la cepa FD-1041 mostré una
esporulacién mas rapida a 37°C, donde a las 8 h de incubacién ya habia alcanzado un
80% de esporulacién, mientras que a otras temperaturas como a los 40°C, a las 6 h de
incubacién todavia no se podian observar células en esporulacién (0%). A la
temperatura de maxima esporulacién, 45°C, a las 7 h se observé apenas un 2% de
esporulacién, al igual que a 30°C. A temperaturas extremas (20, 25 y 55°C), no se
observé esporulacién entre las 6 y 8 h. La cepa H-3 mostré unos porcentajes de

esporulacién muy bajos en comparacién con las otras cepas, donde a las dnicas
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temperaturas donde pudimos observar esporulacién a la 6-8 h, fueron a 37°C (5%) y a

45°C (1%) (Tabla).

FD-1041

1.00E+08
| 1.00E+07
1.00E+00C §
1.00E+05 §
1.00E+04 ¥
1.00E+03 ¥
1.00E+02
1.00E+01 ]
1.00E+00 E== S e

20 25 30 37 40 45 50 55

Log Esporas/mi

Temperatura (°C)

1.00E+04
1.00E+03 f
1.00E+02
1.00E+01
1.00E+00

Log Esporas/ml

20 25 30 37 40 45 50

Temperatura (°C)

Fig. 2. Esporulacién de C. perfringens cepa H-3 a diferentes temperaturas
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Por otro lado, la esporulacién de las cepas no enterotoxigénicas, también fue
muy similar entre si, pero a diferencia de las cepas enterotoxigénicas, las primeras
tuvieron su maxima esporulacién a los 37°C. La cepa ATCC-3624 tuvo conteos de
2.04x10” y la cepa FD-1 de 2.57x10’. Sin embargo, la diferencia de esporulacion entre
los 30, 37, 40 y 45°C no fue muy grande (Figs. 3 y 4), mostrando crecimiento entre
3x10° y 2.5x107. Ambas mostraron crecimiento desde los 25°C y la ausencia de éste a
los 50°C.

Estas dos cepas mostraron una esporulacién mds répida debido que a 37°C ya
se podia observar la cepa ATCC-3624 con 100% de células esporulando y la FD-1 un
75% a las 8 h. A 40°C, se observé un 100% de esporulacién en ambas a las 6 hya

45°C disminuyé a un 1% (Tabla).

ATCC-3624

1.00E+0&
1.00E+07

1.00E+06 §
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Log Esporas/ml
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Temperatura (°C)

Fig. 3. Esporulacién de C. perfringens cepa ATCC-3624 a diferentes temperaturas
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| FD-1
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Fig. 4 Esporulacién de C. perfringens cepa FD-1 a diferentes temperaturas
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Fig. 5 Gréfica comparativa de los niveles de esporulacién de las cuatro cepas

estudiadas

43



20°C 25°C 30°C 37°C 40:C ; 45°C 50°C 55°C

|

FD- - = - 2% 80% - 2% - -

1041

H-3 - - - 5% - 1% - -

ATCC- - - -* 100% | 100% 1% - -

3624 |

FD-1 . - S 75% 100% 1% - -
8h 8h 6h 8 h 6h 7h 7h 7h

Tabla. Porcentaje de esporulacion (6-8 h) de las cuatro cepas estudiadas a {as 8
temperaturas

* Se observaron células muy pequefias

** Las células ya estaban hinchadas pero sin haber esporulado todavia
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DISCUSION

Naik y Duncan (1977) por una parte, y Craven (1980) por otra, demostraron
que C. perfringens podia esporular y producir enterotoxina en alimentos a 37°C,
ademads ellos han sugerido que la ingestién de la toxina junto con el alimento podria
incrementar la severidad de los sintomas de la toxi-infeccién alimentaria. En 1975,
Labbé y Duncan reportaron que en el medio DS C. perfringens crecia de una manera
bifdsica; en donde la segunda fase es causada por la produccién de carbohidratos
rapidamente metabolizados resultantes de reacciones amiloliticas. También ha sido
demostrado que en algunas especies de bacterias y de levaduras, la temperatura de
crecimiento puede afectar la secrecién de amilasa y asi, la hidrélisis del almidan
(Garcia-Alvarado, ).S.,, 1992). Por esto, en el presente estudio y basandonos en los
experimentos llevados a cabo por Garcfa-Alvarado en 1990, se estudiaron los niveles
de esporulacion de las cepas de C. perfringens ya mencionadas a diferentes
temperaturas pero utilizando rafinosa como fuente de carbohidratos para las cepas

enterotoxigénicas.

En nuestros resultados pudimos corroborar los obtenidos por Garcia-Alvarado
previamente: a2 37°C la cepa no enterotoxigénica FD-1 alcanzé un crecimiento
méaximo de 3.0x10” UFC/ml. Cuando fue incubada a 46°C, esta cepa difirié de las
enterotoxigénicas probadas en que el cultivo mostré niveles de crecimiento,
produccién de esporas e hidrolisis del almidon que fueron similares a los obtenidos a

372C. Sin embargo, a 46°C, el maximo crecimiento fue obtenido mas rapidamente y la
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concentracion de almidén disminuyé mas rapidamente que a 3.7“C. Otra cepa no
enterotoxigénica, ATCC 3624, también crecid, esporulé e hidrolizé el almidén tanto a
37 como a 46°C. Sin embargo, los niveles de esporulacién fueron menares a 46 que a
37°C (Garcia-Alvarado, ).S, 1992). Se ha sugerido gue esto podia deberse a una
hidrdlisis mas rapida del almidén, resultando en carbohidratos de cadena corta, como
la maltosa o la maltotriosa (resultado de la hidrélisis del almidén) que pudieron haber
inhibido el procese de esporulacion (Garcia-Alvarado, J.S., 1992). Las cepas
enterotoxigénicas tuvieron curvas similares entre si, pero hubo una diferencia
importante en la cantidad de esporas viables. Esto probablemer;te se debié a que
existen ciertas diferencias genéticas que capaciten a la cepa FD-1041 para producir
mayor cantidad de esporas y subsecuentemente mayor cantidad de enterotoxina.

A diferencia de los estudios realizados por Garcia-Alvarado (1990 y 1992), en
el nuestro, probamos una mayor cantidad de temperaturas para poder observar el
comportamiento hacia la temperatura de las cuatro cepas, desde las méis bajas hasta
las més altas toleradas por C. perfringens. Vimos que ninguna de las cuatro cepas fue
capaz de esporular a 20°C y sélo las no enterotoxigénicas esporularon a 252C. Sin
embargo, al someterlas a temperaturas extremas de 50°C, la unica cepa en la que se
pudieron detectar esporas termorresistentes fue la FD-1041 (enterotoxigénica),
coincidiendo con los resultados hallados por Garcia-Alvarado (1990), donde se
muestra que fas esporas de esta cepa poseen una mayor termorresistencia que ATCC-
3624 y FD-1 que también fueron probadas en ese estudio. Lo anterior nos confirma
una vez mas el riesgo que puede traer consigo un alimento (rico en rafinosa) que no

es debidamente procesado y donde hay malos manejos en las temperaturas de

46



coccion y almacenamiento. Pero por otro lado, al saber que la ausencia de una
amilasa extracelular funcional en las cepas enterotoxigénicas ‘podri'a impedir la
formacién de la enterotoxina en alimentos que son manejados a altas temperaturas y
que contienen almidén como carbohidrato primario (Garcia-Alvarado, J.5., 1992).

La rafinosa es un trisacarido compuesto por galactosa, glucosa y fructosa
unidos por enlaces o, mismos enlaces del almidon (Sigma-Aldrich Co., 2000). Este
carbohidrato no se utiliza tan extensivamente en los medios para esporulacién debido
a su alto costo, mucho mayor, por cierto, que el almidén. Sin embargo, en el estudio
realizado por Garcia-Alvarado (1990), se probaron primero otros carbohidratos mas
sencillos como la maltosa y la glucosa, debido a que éstos eran el resultado del
almidén al hidrolizarse. Se comprobé que también promovian el crecimiento de las
cepas a 43 y 46°C, aunque la produccién de esporas fue muy escasa. Esto pudo ser
debido a que los carbohidratos de facil metabalismo como la glucosa y la maltosa
pueden llegar a reprimir la esporulacién de las cepas como sugieren Elmerich y Aubert
(1975).

En general se pudo observar en estas cepas que la temperatura en la que habia
mayor cantidad de esporas viables fue a 45°C, como lo planteamos en nuestra
hipotesis, es decir, una temperatura similar a su temperatura éptima de crecimiento.

Con los resultados presentados en este trabajo podemos destacar dos
perspectivas importantes. Primero, la temperatura 6ptima que se encontré para una
alta esporulacién en el medio DS con rafinosa, 45%C, es una temperatura que se
alcanza con frecuencia en los meses de verano en varios estados de la Republica,

incluyendoc a Nuevo leén. Esto es importante si, como ya lo mencionamos
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anteriormente, muchos alimentos después de cocinarse, se enfrian a temperatura
ambiente durante un largo periodo, otros, los de tipo buffette, en muchos casos se
mantienen a temperaturas alrededor de los 40 y 50°C por muchas horas. En estas
condiciones de temperatura se podria favorecer la proliferacién rdpida de C
perfringens en un periodo muy corto, en el cual las células pudieran iniciar o terminar
la esporulacién con la consiguiente produccién o liberacién de la enterotoxina en el
alimento (Garcia-Alvarado, 1990). Ademds, con este estudio pudimos demostrar que
si C. perfringens se encuentra en un medio rico en almidon (tubérculos, granos,
semillas, etc.}, las cepas que pueden ser capaces de esporular en las temperaturas
mencionadas, son las que no producen la enterotoxina, asi, serian incapaces de causar
enfermedad. Pero por otro lado, vemos que la rafinosa si es hidrolizada y
aprovechada por el microorganismo, entonces se debe tener precaucién con ciertos
alimentos que poseen rafinosa como el frijol. A causa de esta leguminosa y de las
carnes (otro potencial portador de C. perfringens), la comida mexicana se considera
potencialmente riesgosa en los estudios realizados por el CDC en los Estados Unidos,
debido a que el comdn “chilli”, cuyo principal ingrediente es el frijol, se ha visto
involucrado en brotes de la intoxicacion alimentaria producida por este
microorganismo (Bean, N.H. y P.M. Griffin, 1990).

El segundo aspecto importante se enfoca a la investigacién. C. perfringens es un
microorganismo que ha sido ampliamente estudiado en relacién con su capacidad
para causar enfermedades o intoxicaciones de origen alimentario y del que se sigue
investigando. Los factores que ocasionan mas preocupacién son, ademds de su

velocidad de crecimiento, su capacidad para producir esporas y fuertes toxinas. Por
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esto, si se conoce su temperatura Optima de esporulacién, podemos utilizarla para
producir importantes cantidades de toxinas en el laboratorio para su estudio y
utilizacién en la investigacién.

A partir de los datos surgidos de este trabajo, seria interésante hacer, como
siguiente paso, una investigacién de lo descrito aqui pero directamente aplicado a los
alimentos, es decir, probar las diferentes temperaturas en varios alimentos que son
considerados importantes vectores de el microorganismo para observar su

comportamiento y ver si, efectivamente, son capaces de causar enfermedad.
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1.

CONCLUSIONES

Las temperaturas 6ptimas de esporulacién de C perfringens son similares a sus

temperaturas dptimas de crecimiento.

La cepa H-3 a pesar de ser enterotoxigénica, no produce grandes cantidades de

esporas.

. De las cepas estudiadas, la que implica un mayor riesgo es la FD-1041, porque es

enterotoxigénica, porque produce grandes cantidades de esporas y porque es

capaz de esporular a temperaturas de hasta 50°C en un medio propicio.
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