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IJINTRODLDUCCLON

GENERALIDADES

Las toxi-infecciones alimentarias son una de las pbrincipvales
preocupaciones de salud publica en el mundo, va gue representan
pérdidas econtmicas considerables, en parte debido a io0s costos de
los tratamientos médicos v a la peéerdida de la productividad (48).
Se ha observado en lLos paises no desarrollados, gue arriha dei 3u%
de los alimentos preparados son descompuestos por intestaciones de

insectos ¢ por crecimlento microbiano (principalmente bacterlas,

aungque también hongos, parasitos vy virus) antes de ser consumidos

(28).

Entre las principales bacterlas involucradas en la causalidad
de las 1ntoxicacliones alimentarias se encuentran: sSalmoheliia tvoht
¥ otras especies del dgenero, especies de Shigella,

rscherichia

caoll, Vibrio cholerae, Campylobacter sp., Staphvilococcus Iureus.

clostridium pertrringens, Bacitlus cereus, v Clostridium botulinum

(2, 48, 6&8).

C. pertringens ha s1do histor.icamente asoclado como causa oe
gqangrena Jaseosa. 51 papel como causante de tToxXi-LhtecCclon
alimentaria tué determinado a principios de 103 anos setentas (36).
Ademas de esta enfermedad, se le ha involucrado como agente causal
de diarrea infeccilosa asocliada a la administracion de antibiodticos

(8, 41) y se le ha asociado con el sindrome de muerte fulminante

infantil (4e6).



En términos de incidencia de casos de intoxicacién alimentaria
reportados cada arno, €, perfringens generalmente ocupa un segundo
lugar en Canada v en el Reino Unide v un tercer luaar en kstados
Unidos como Ccausante de la entermedad (30, 3, 59, b1, aste MiIS5Mmo
problema se ha encontragoe tamblen en otros pailses como Brasig.
Colombia, Japon v Noruega, entre otros (/. L1, 33). Uniza esta gran
frecuencia se deba a que . Derfringens es la bacteria conocica mas
ampliamente distribuida en el medio ambiente, va gue es encontyada
en suelc, agua, alimentes, en el intestino de casi todos los
animales ¥ en el aire {(3/) vy ademas, a gque puede tener tiempos de

generacidén tan cortos como /.1 min (71), lo gue tavorece un

crecimiento rapido.

C. pertringens es uUna bacteria de forma bacillar. oram
positiva, formadora de esporas, encapsuiada v no movii. ¥s capaz ae
producir mas de 13 proteinas bloldgicamente activas. Alguna- son
toxXinas con actividad enzimatica, ¥ una de ellas es una
enterotoxina. Las cepas se& han clasitficado en 4 tipbos (A-k) de
acuerdo a la produccion de 4 toxinas extracelulares: alta. beta.
epsilon e i1o0ta (361. Las cepas delr tipo A son las princinales

productoras de entercoteoxina, si1in embargo, sSe hd encontrado gue

algunas del tipo C tambien la producen (31/7).

La entercotoxina es una proteina termolabil (17). de una sola
cadena (36), compuesta por 309 amlnoacidos (25), con un peso

molecular de 34,262 daltones y un punto isceléctrico de 4.3 (14,



Esta toxina es producida intracelularmente cuando Lta bairterila
esporula, perg es liberada junto con la espora madura ali tinal del

proceso de esporuiacion (18, 39, 47).

ENFERMEDADES ALIMENTARLIAS PUOR {(({(0S5tt 1dlism DPrtr1ideis.

La toxi-inteccion alimentarlia resuita al I1ngerir alimento
contaminado con: a) garan numero de célulds viables {entre 4 x 107
Yy & x 10%), 1las cuales, al llegar al 1ntestino esporulan,.
produciendo la enterotoxina (-7}, L) celulas en esporulacioén, gue
pueden producir la enterotoxina cuando estan en €l alimento. v la
liberan en el tracto 1ntestainal (12, 181, v ©}t enterotoxina

pretormada en el alimento, de la ¢ual se necesltan ae 8-10 Ug para

producir la sintomatoloaia (644,

Los sintomas aparecen deneralmente entre 84 a 24 horas desoues
de haber ingerido el alimen.o countaminado. e 1nciuven colico
abdominal severo v una dlarrea brotusa, puede presentarse tambien

nausea y vomlto, la tiebxe v el dolor de cabexa estan usualmente

ausentes (b7/).

lLa diarrea 1nltecciosa Lambien se presenta con Aolor abdominal
difuso, vomito v en muchos casoes lds heces sun sandguinalientas (41,
Un nimero importante de estas diarreas se presentan desbus: de rue
los pacientes han recibido tratamientos con antiblioticos (8. one
piensa gue esta entermedad es producidda POr una sSobirevoblacion de

C. perfringens en el lntestino donde continuamente estad Liberando



la enterotoxina (41).

También, se ha asocliado a esta bacteria c¢on el sindrome de
muerte subita 1ntantil va Jgue se encontro la bDresencia de la
enterctoxina en el suerg de penes gue hablan talleci1do por esa
entermedad. Se Cree gue la enterotoxina puede -iugar un papel

directo 0 indirecto en la causalidad del sindrome (46).

Bl sitioc de tijacion de la enterctoxina en las entermedades
dliarreicas es ia membrana de las células epiteliates del borde de
cepilio en el intestino, en donde se une a un receptor especttico
tormando un combielo de Lleu Kd (/3). Una vez Ligada la toxnina.
actua solo en el eptitelin 1ntestinal, en donde cansa alteraciones
en lia obermeanil:iued menbranal, provocando salida de agua, de 10nes
spdlio v de peguenas moieculas v se ve arectada tamblen la absorcion
de glucosa (7, Zb, 65). Histologicamente causa descamacion del

epitelio del ileon y el borde de capillo pierde su conliguracidn

plegada (45).

BEPORULACION Y PRODUCCLON DiE BENTIEROVOLINA.

Lesde hace Liemnpo se ha reporlado una reiladloun estrecha entre
la producci1on de enterotoxwina v la esvorulaclion de la bacterlia (1L./,
34). incluso se reporto gue la enterotoxina efra un producto de ano

de 105 dgenes especliicos de la esporulqacion (i18).

8in embarqo, se ha descrito gue peguenas cantlidades de



enterotexina son producidas por celulas vegetativas no esporuiadas
(22, 26). Atortunadamente esras Cantidades sSon tan pedquanas Jue no

son de 1rmpurtanCla ¢como causd de 1nloXi1cdaclounhes alimencarias por .

pertringens (b4).

5e ha demostrado que 1a entervedXina CUMIeNnZd o DLOQUCLIYSE o
estadios tempnranos del proceso de espborulacldon, acumulandose
intraceiutarmente, para desnyués seir liluerada yunte con 14 e-nota
madura al medio extracelular (38). S habla rtevortado aue Ja
enteroloxina @rXra pParbte eslructural l1mportante de Las Capas de 1o
espora (21l). Sin embairdo, reclentemnsnte Rvu v Labbe encuntrAron due
las capas de la efpora contienca s5v0i0 Cantldades muyv pDegueNas dé

enterotoxina (o4), 10 wyue sugiere due este pDrotelna nNo tlene "N

panel estructural 1mnurtiante en iadas Cublerldad es3puiales.,

Loftler v Labbeé descrlbleron la Dresencila de inclusiones

Intracitoulasmicas gue eraly broducidas Loy celulas esuGruaatites, v

gue estaban combuestaAas de U4 prowcelna con actividaon bloldglca v

Con caracrteristivas L1s1¢0guinli A8 & 1nmuiioivdLll A8 Seuwe dnties A Ia

enterotoxina (42, 43).

Se tiene un conoclmientu muy DoLIEe sobre la genetica de la
produccidn de enterctoxina. Sulec se sabe gque los denes Les3DonsSables

de su s1ntesis e encuenliral =11 el CLO”OSQMma {5b], %4 Qe

aproximadamente el b% de L[a3 muestras tecales (o arsLlatas e

ningun procesy patologice]l cohbLienen €1 dgen de la enlerotuxine

{37,



LA BILIS EN EL INTESTINO.

Se ha estimado gue la tlora miCrobDlana intestinal de una
persona, contiene mas de 4U0D especies diterentes, en rdonde las
bacterias allaerafzlas 50 las preaomninanies: elkLre estas se

encuentran LOA Generus e Badoter s10e5. Birriaobacterium.

Fusopbacterium, LFubacteriim. Clostraidiimy Feploestreptociicus (£a, .

La mayeria de lilas bacterias due se inagleren 3Junto con e
alimento, durante su paso por el tracto gastrolntestinal. soun
destruidas por Llos Aacildos gastricos (Ll3). wl 1ntestinu deldado
constituve una zona de transicion entre el estémaao. escasamnente
poblado v La abundante tlora del colon. Bajlo condicCclones normales
ia microtiora del duodeno es similaer 2 la del estomauo {(/3).
encontrandose concentraciones de aproximadamente 1lU-2 a LU UFC/mL

siendo las especles Predomlnantes: ytreptococous, StaphviocorLus v

Lactopacilius (b, bl).

El duodeno adewas de ser un lugar de transiclon entre el
estomago v vevuno, es &l lugar donde Se real!zan 1nnortantces
descargas de sustancias, las cuales facilitan la diaestion de los
componentes nutritivos de los alimeintos. Entre elias se encuentran
como prilncinales la secrecion billiliar v lda pancreaclica. kEstas
secreciones pueden ademds 7Jugar un papel importante en el

tipo de tlora predominante en ese jlugar (29).

Las células hepdticas constantemente estan tormando uha
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sefrecion Jllamads ugo brliar o billis, gue es almacenasda en ia

vesicula biliar (31). Los combonences mas abuandantes de la bil:is

son los acidos billiares. los cuelesS representan aproximadaméente la

mitad de los solutos biliares, el resto estsd compuesto npor

bilirrubina, colesterol, &acidos arasos, lecitinas v electrolitos

del plasma (52). Badio ias c¢ondiciones fisioloaicas ae pil. s

acidos biliares son 1onizados Vv se comblnan c©¢on 1ones sodio,

formando sales, 1o aue aumenta en torma considerable su soiub: lidau

{(23).

Las sales billiares derivan ael cojesternl. formandose dos en

el humano: colatoe VvV guenodesouXxilcolato de sodlo, Llas cuales son

llamadas sales primarlas. kBn la vesicula billiar éstas se combinan

con residuos de glicina Y taurina tormando CAlroCcoiato \Y%

glicoquenodesoxicolato de sodio Ya en el 1ntestino (1ieon v

colonj), y por la accidn de aluunas bacterlas AMNABLO01A&S COMO

Fusobacterium sp. v Hacteroides s5p. las sales Dilllares uwrlMarldas

son transformadas a desoxicolato v Litocgolato de sodio gue son

liamadas sales blliares secundarias. La subsefuente mogiticac 10n de

estas wultimas, resulta en la wproduccion de sSalesz bililares

terciarias las cuales S50 1hsoiubles &n adqua v s€ elliningan ¢gasia

totalmente en las heces lbpi1a L (6U)].

Lespués de una comlida, cuando el atjimentyo llega al dueodeno

la arasa presente en &l estimula la libaracieon de la normoua

coiecistocining de la nucosa intestinal, la cual es absorbhlda nor



la sangre v al llegar & la veslcula billiay causa una Lontraccion
muscular especifica. Este misme etecto es oproduclde Dpor una
eslimulacion vagal asoclada con refle)los aastrointeslinales. Al
contraerse la vesicula. se provocan estimulos neuro o wmilodenicus
sobre ei estinter de Oddl provocando su relialaclon v por ende, l1a

liberaci16n del contenido biiilar ein 81 intestino. mezciawaose con el

alimento (Z23).

ba ftuncion de 1as sales pblliares son dos princibalmente. 1)
emulsiticacion de garasas, debido a su naturaleza anticitica las
sales biliares poseen accl1on deteraente, va gue s0n capdaces de
disminuir ta tension sunerticlal de i1as partilcuias de darasa,
romplendolas, trormando micelas, v 2 Lontrlbuclion en 1& absorction
de acidos arasos, colesterol vy otros Lipiaos en el tracto

gastrointestinal . debhido a la frformacion de micelias, gue sSoOon mwuv

solubles {(31).

Ciertas entermedades pueden modilticar tanto la secrecién, coiro
la composicion & ta proporcion de lLos componentes bililares (L3,

52). Entre esas se 1ncluye a la cirrosis, la hepatitis aquda. Ia

colestasis, la coilelitiasis, ebc. (9, al).

La tolel1LiRS1s due B85 1a LEesenia de caiculos bhafiares
generalmente compuestos de colesterol, &35 1a entermedad mas
frecuente de las vias billares (/U). bn un estudlo epildemiologlceo

realizado en Bstados Unidos se encontrd aue el /U% de 1as mulares



mayores de 30 anos padecian este problema (52). &si mismo, se
encontrd gue el embarazo era un factor predisponente de esta

enfermedad (31).

El tratamiento contra la ceolelitiasis es la cirugia para ia
mayvor parte de los pacientes, sin embargo, en los ultimos anos se
ha utilizado camo tratamiente alternativo., la administracioéon oral
de altas cantidades {LO a 15 ma/ka de pesosdial de
glicoguenodesoxicolato de sodio, la cual es una sal biliar vy ha

mostrado buenos resultados (14).

Se ha observado gque en las inteccliones bacterianas de vias
biliares €. perfringens es una de 1las principales bacterias
anaerobias involucradas (10, 63). lncluso, se ha podido abservar
due esta bacteria es capaz de producir la desconjugaclén de varias

sales biliares debido a su potencial enzimatico (4, 24, 44, 49,

b6 ).

Algunos autores han estudiado el etecto de 1la secreciodn biliar
sobre el crecimiento de C. perfringens. Tal es el caso de Flotch v
colaboradores (20), guienes encontraron gue las sales biliares eran
capaces de inhibir el crecimiento de bacterias de la flora normal,

ente ellas C. perfringens, cuando eran adicionadas al medio de

cultivo.

Ushijima y colaboradores (69) reportaron gue algqunas sales



biliares podian estimular la esporulacion de o, perfringens, sin
embargo, en un trakaio similar desarrollado por Hickey v Johnson
{32) no se detectd ningun eifecto sobre la bacteria. Lebido a estas
discrepancias no se cuenta con una idea contiable de la intluencia
de las sales billiares sobre la esporulacion de la bacteria. Por lo
gue uno de los objetivos del presente trabajo ftue el de demostrar

8i habia algun efecto decisivo.

En relacidn con el etfecto de las sales biliares sobre la
produccion de enterotoxina, no se ha encontradoc ningun trabaioc cue
hava estudiado este aspecto, por Lo gue en la presente
investigacién se estudid el etrtecto de 1las principales sales
biliares ¥y de ia bilis humana sobre el crecimiento, la esporulaclon

vy la produccion de enterotoxina de ¢C. perfringens.

Para este trabajo se establecit la siguiente hipotesis: las
cuatro principales sales biliares humanas {colato, taurocolato,
guenodesoxicolato v glicoguenodesoxicoclato de sodio) asi como la
bilis humana, son capaces de provocar una estimulacion del

crecimiento, la esporulacidn v de la produccidn de enterotoxina de

C. pertringens.

Para esclarecer 1la veratctidad de la hipodotesis se propuso el
siquiente objetivo general: Determinar el efecto de las cuatro

sales biliares principales, una mezcla de ellas v del juao biliar

humaneo sobre a) el crecimiento

11



b)

c)

la esporulacion

la produccion de enterotoxina de (.

perfringens.



MATEEREILAL ¥ PMBTOLICES
CEPAS UTILI1ZADAS.

En este estudio se utilizaron tres cepas enterotoxigenicas
(ent™) y una cepa no enterotoxldgdenlica (ent”}. Las cepas productoras
de enterotoxina tueron: hClC b433 (serotlido de Hobus 3 = H-3) ., NLYC
8b/Y (serotlpo de Hobbs 6 = H-b) v NCYC LUZ24U (serotipo de Hobbs 13

= H-L1l3+: 1a cewna no enterotexigenlica fue La AlCC 3644 . 1wodas ellas

tueron proporcionadas por el bLr, Ronaid Labbe de la universidad de

Massachusetts, k.U.A.

Cuando las pacterias tueron recibidas, se inocularon en tubos
gue contenian caldo con tioglicoiato v se 1ncubaron a 37¥YC por 1Z-
14 norxas, despues de 10 cual se inoculo una alicuota detr cultivo en
medio de carnue coClga segun Robertson ((Z) v se 1ncubd de nuevo POt

43 hords a J3/¥C. Hstos cultlvos Se 4dllacenaLon a 2UYLC Vv s5e les

nicieron resiembras cada b meses,

PRODUCCION ¥ PURIFICACION DE LA ENTEROTOX1INA

Esto se llevé a cabo de acuerdo a La metodoloagla descrita por
Granum v Withaker (£/), con ailqunas modliticaciones, tal como se

describe a continuaclon:

CUblavo.
Para este rin se utiilzo ia gepd NCIo 8439, bsta se activo

inoculands una alicuota del cultivo de reserva en un tubo de lo X

150 mm con 1lU ml de caido con tiogilicoulato, Lreparado

13



recientemente. Inmediatamente después se sometid a un chodgue
térmiceo (75°C peor 1% min), posteriormente se entrid con aqua a
teuperatura ambiente ¥ se 1lncupbo a 3/°C por 14 a loe horas. Con
estos cultivos se inoculé (U.5%) medio de esporulacion de Duncan v
Strong (le6) contenidos en matraces de 1 1itro. pgstos cultivos
fueron incubados por 7 a 8 horas, tiempo en el cual se detectaron
ceélulas con esporas retringentes, mediante la obnservacion de los

cultivos en un microscooio de contraste de tases.

EXTRACTO CELULAR.

Las células cultivadas tueron centritugadas a JU,0U0 ® g pox
15 min a »vYC. Bl padguete celuiar tué recuperado Vv s5e lavd con
amortiguador de tostates 0.2 M vH 6.8 (mds inhibidores de
proteasas: ELDTA 0,1 M v tloruro de tenil-metil-sultonilo [PMSk] U.L
mM) (50}, La suspensitn bacteriana lavada se colocd en un matraz
estéril dentro de un bano de agqua con hielo v se sometid a
ultrasonido para zromper Jlas celulas. Bl 1nstrumento (Biosonik
modelo BiO-1IL) fué opnerado o 1ntervalos de 1 minuto ¢on I minuto ae
descanso. El procedimiento continuo hasta aue obtuvimos
aproximadamente un Y5% de esporas libres mediante la observacion de
preparciones de los cultivos en un microscopio de contraste de
- fases. La muestra tué centrituwada a 14,000 x g por 20 min a 5°C.
Kl sobrenadante se recuperd vy ftue nuevamente sometido a
centrifugacion en las mismas condiclones antes senaladas. Bi
sobrenadante obtenido {extracto ceilular) se utilizd para

puriticar la entcerotoxina.



PURIFICACION DE LA BNIREROTUXINA

Bl extracio celular obtenido en el paso anterior fué sometido
4 una precipitacion con un volumen igual de sulfato de amonio
esteril al 8U% de saturacion. bkl procedimiento se llevd a cabo con
agitacion constante, agregando el sultato de amonio muy lentamente
v en un bano de agua con hielo. Después de vonciuir este ovroceso.
se continud agitanto por 30 minutos mas. Posterliormente, la muestra
se centrifugd a 12,000 x g por 20D min & 4°C. kil precipitado fueé
recuperado v resuspendldo en amortiquador de tostatos, y se somet1d
4 una nueva precionitacion con un volumen i1gual de sulfato de amonio
al 30% de saturacion, repitiéndose el proceso antes especiticado.

El precipitado obtenido se disolvid en amortiquador de tosfatos v

se dilalizdé contra la misma soluclon por 1Z2-14 horas a 4v(C.

Lespués gue la muestra tue diallzada, se adicliono U..4H ax de
sacarosa W se homogenizo. Esta solucion tué sometida a
cromatogratia de exclusion molecular, usando una columna de 2.4 x
40 cm previamente empadguetada con Sephadex G-1U0 v equllibrada con

amortiguador de fostatos. El proceso se desarrolld a 4vC.

Se obtuvieron tracciones de 5 ml y se les determind su
‘absorbancia a 280 nm. Aguellas gue mostraron absorpancias a esa
iongitud de onda, se Jes determind la activicdad bloidgica e
ldentildad inmuholdgica con 1a enterotoxihna, medlante Jla teuvnligca de
inmunoditusion doble de Ouchterlionvy (/U), utilizando Ssuero

antienterotoxina estandar pronorcionado por ei Dr. Per Binar Granum
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gel InsLitutyg Roruedo pPDard id {pvesLlidaClol de 105 Allaen.os.

rYara determinary 14 pureza de 1la enterotoxXxlina obtenigda se
realizod una electrotoresis en ged de poliacrilamida ba’o

condiciones no disoclrances.

ELECUIROPUORESLS BN GEL Db POLJAULRLILAMIDA BAJUY CUNDLICLIOMNBL  NU
D1ISUCLANTES.

Para realizar esta LeCllca se MLAlri1co ld MeLOdologla descrita
por Andrews (1) de la manerd sigulente; la muestra de proteina
{aproximadamente 1 mg/mi) i1ué mezclada L:1 c¢on una soluciuvn gue
contenia U.ULl% de azul de bromotenoi, alicerol al 4u% (p/v; v IrLs

al Ll.b5% con un pH de b.d.

Bsta sclucilon se centrituds a b,uuld X g Dara elimlindar
cualguier materlal lnsoluble v Ulid allcucta {20 ol Ul se sometlo
a electrotoresis en un gel sSepairador de polilacrilamlda ali [+ de 3
mm de qrueso, con un gel concentrador al Z.5%%. Se apiicaron idu
Volts para la concentracion de ias protelnas v L5U0 Volis para su
separacion. Jlodo el procedimiento tue Jlievado a4 cabo a 4-°C. 8Be
utiiilzd tambien una muestra de encerotoxina estandar taciiltada bor

el br. verald cteima de la Alnlsticlon U= LiL0ogds ¥ AllLmmentos de

E.U.A.

Despues de lLa eleclLrororesls el gel s Coloto en ulle sS04uClon

colorante {azul Commasslie R-4Zhu al U.1ls lD/ViI, metanol al HU% v



acido acetico al 1u%) durante 1 hora con agitacion constante.
Posterjiormente se elinind el exceso de colorante manteniendolo en

una solucidén al 10% de acido acetico en adgitacion v con recambios

constantes.,

PRODUCCILON DE SUERG ANTIENTEROTOXINA.
El sueroc antienterotoxina lué producildo en Coneios slauienao

la metodologia descrita por Bartholomew vy Strindger (3573

Dosis Vvolumen Advuvante via bia
Bntexotox osis Completo® Aaminist Inocutacion

(Ua) {ml)

3 U.24% + L.mh, X% Ul

L2 U.25 + 1-m,. Uy

30 U.zb + 1.0, lh

3u V.50 4 i.0m. 2

30 U.5uU ¥ 1.m. 29

34U U.ht + i.m. it

1U0 1.00 - 1.V, 5%% 45

*

El volumen del advuvante tué aigual al volumen de la dosas
A% intramuscular

*k% intravenosa
El sangrado se realizo el dia 538

La actividad antienterotoxina del suero., se dempstro mediantce
una jinmunodifusion doble, usando la enterotoxina obtenida en

nuestro laboratorio como antidgenoe ¥y suero de reierencla Como



testlgo.

DiEfrCOLON Dis LA ENTLRUTUXLINA
CONIRALNMUNUBRLBCLIRUB URBE1L S,
kbgta tLecnica se JdesarLioitiu de qqtuerdu a la metodolodla

descrita por Nailk v buncan (4¢) con aldqunas modlticaclones. Las

cuales se describen & Continuaclon:

sSe utiliizo una solucion de agaiosa tlipo 11 falca
eleclLroendosmosis) al U.e% dlsuellae €01 amortigduador e bdrbit4dd
Ub.ub M DH B.v. be estd sS0LluUClon Se ailadleron 38 il a unda pi«qaca de
vidrlio de L4 X 14 < previamenite cuvblerta ¢on gna rina cana de auar

al 14 disuelto en el misme amnuitlauador.

Despues de gue la &garosSa solildiliticsd, se higleron 5 lhillerds de
pozos dobles con un dlametro de 4 mn, dlstanclados b nm enLre caaa

puz2g v L.3 cm entre cada hilera.

Los estandares ae enterotoxlna gue contenlan £2, id.D5. b..l.
J.4, L.b, UL, U4 v Ul /L, asl Lulliv las mueslids a eXaliligr
ftuerun culocadus (LU ey it lus POLwus Jde las nileras mas cerLcCanas
al Lailono. Bl sSuero anclenbsrolouxiiid S8 dliuvo lizs v 58 ablico en

lus pozos de las hnlieras mas proxXimas al anodoe. en la mlsiia

cantidad gque el anLlidgeno.

Inmediatamence «Jespued S& reallZ0 unad eleclLroioiesls

horizontal, Utilizanuo el amortidUsuwr de parbllal en i1os



reserverlos, vV aplicando 130 vVolts por un tiempoe cde 30 min.

lerminado el tiempbo, las placas 5e colocarovon en una camara
hameda v se mantuvieron & temperacura amblente DpDOY LZ-14 horas.
Posteriormente la placa se tLino por 2 minutos con acido tanico al
2% recilén preparado v se determind la presencia de bandas de
precipitacién. La ultima concentracidn del estandar qgue mostro

banda se compard con la ultima dilucion de 1a muesttra en la gue se

observé banda.

DETERMIKACION DE PROTELNAS
METOLO DB BRAUEFURD.

8e¢ s19ul0 el procedimiento descrito por este autor (9), el
cual consistid en: anadir % ml del reactivo de Hradiord (100 my de
azul briilante Comassie G-45U, 5%U ml de metanol al 9%% v 100 ml de
acido tostdérico al 85% ip/vl diriuiao a L Litro de agua bidestilada)
a 100 dl de la soilucion proublema o0 a estandares, se nezcldé
inmediatamente con avuca de un agitador eléctrico v se deid reposar
por 15 min. Se determind la absorbancia a 5S¥%5 nm. BEn este caso se
utilizo albumina sérica bovina como estandar. bkl contenido de

proteinas en las muestras se determino mediante una curva estandar

{Vver Fiag. 3)

SALES BILIARKS ¥ JUGO HILLAR USADUS
SALES BILIARES.

e uti1lizarun las cuabtxro princlpbalies saies biliares contenidas



en La Plils ¥ descardadas e el duudelo huliaio: colato.

Laurocoldlio, guenooaesvricOlaco v ulitoduenoaesoxitolate de sodiov.

g Ccada sail s& uLlll1zaroi Lres dlferentes cuoiiceinlidcloiles due
Dueden elhvoNirairse eir 24 loleslind OHuwand. ki Culdald,., LaulloCculato
Y gquenodesoxicolato, se US4axron a Ay J.h Y U.leo MG /A rild
(concentracion 11lhai). €n tanto Que para el gllCoguenodesoxlcolato
de svudilo las concenlraciones usdadds Lueroviln o.U, £Z.U v U.Ll4£0 md/ ..,
Se prepardarull sSuluLivnes coltenlialds €11 AuelLiduador IRKibL U.LuL M
DH .Y Y Ifueron estefliliadas DOk ftricracion, UL illszatide uila
menmbrarna (ol UL POLG U= Zo Wi, LAS S0lUCLOnNeS €35LeYlles ruUu=ion
duacrdadas el Ferriueracluls 4 o L hlabea o0 uso0. i1 e S UTlllZue
ula MeiCia ue 1dS sdieb LiticiLes “Odabo., LadfoeQidiio,
auenodesoxlicoldto ¥ gllcoduenudesoXxicolalo (93] sudlo a undg

concentraclon Jde v.5:1u.biUuLhiZ.d masmL respectlvdinente.

BiLls HJUMANA ‘U'ulLr AL,

Bl este estudlo Se udtiil.o tamblen Dilis numaa norl aal
ERILalda POL uvwunwloll wulictld QU 13 VesSivlulia bDLlildaril ., duidhle fa
AdULOLMs 1d Ue DeirbulidS ldliewliudds it Uil jdauso 110 Maywl < 1£ ODuraos.
hids MUESLLES be wJLeltldooll vl avYidud deg uila JE8L1HIOEG eslefrl Voo, 2
COoloCalin €l fellpreilled eples 1led, vlctad WUestrdas Drovenlall de
PELSONAS €N SU MavYoLla luriesron il forwma accldeualal violenitd. v ogu
Nijgun CdbC Wb lLailecifléenitus TUusroun QXrlylladosS LOY vproblenabs
Dillares 0 hevallivs. i Nisloilldl L Ii0l1CO Qe evolus Dacloeulées o

tue determinaao. Labvs Iueslras se 4iliatenNaloun AT R WA

Para determlndgdr =1 L1485 uUesiLras blllares oreseéntabail aldur a

20
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contaminacion, una alicuota de cada muestra tTue sembrada en ¢s1as
petrl con agar sandgre (HowL). aga:r hutritilvo (MERUK) v en tubos

conteniendo caldo i1ntusion cerephpro Ccurazon (bHi, BbL). L0s cuales

tueron lncubados &n condiciones aercbicas, Vv en placas Ccon agar

nutritivo, agar sangre vy tubos con caldo tioagricolato (Ditco),., baio

condiciones anaerobicas, usando bara este tin, una mezcla de CO-=,

Nz, Hz (3U:5:5% resvectivamente (51i) . Las placas v los tubos

fuercon incubhados por 48 horas a 3/7°C. Las mMAaestras aue nNo Mostraron

crecimiento en ninguno de los medios usados, tueron mezcladas v se

Colocaron en reciplentes esteriles, condgeldndose a -2U%C pnasta su

usa.

DETECCION DE SALES BlLiARES
CROMATOGRAFILA EN CAPA FINA
Para determinar si Jla mezcia de Jugo billiar contenia las

principales sales biliares, se anallzo una muestra de esta mediante

cromatodratia en capa trtina.

kEsta se realizdo segun la metodoltaia descrita por Klotch v

colaboradores (Z2U), con alaunas modiftlcaciones, k. procedilimiento

tué el siguiente: se utilllzaron placvas de vidrio de 1Lb x le ¢cm, las

cuales se cubrieron con una placa de 3 mm de Si1lica gel by

(Pharmacia). Las placas se pDrepararon v se pudieron almacenar, sin

embarqgo, antes de usarse se activaron calentandose a £45YC
por 3¢ min. Las nmuestas estandar due se utlllizaron icolato,

taurocolato, guenodesoxicoloato v alicoguenoaesoxicotato de soq10},
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tueron obtenigas comerclaimente (siama Chemical Co.}, ¥ S usaron
a una concentraclon de L masml, Tambien se ukilizo la
pills humana completa ¥ la mezcia de sales pillidres. Las muestras

{10 4l) se anadieron con avuda de un aoiicador.

Posteriormente la placa se colocd en una cuba cromatodrartica,
la cual contenia como tase movil Acido aceética, ecter etilico, amil
acetato, isopropancl ¥ benzeno en proporcion lr4:1luillid:s
respectivamente. K) sistema se COrrioc DOY tres horas, al cabu del
cual la placa se coloctd en ung campana de ventilacion v se le
ablicd reveiador universal (Si1gma chemical Co.) delandose reposar

DO un tiempo de JU min. Posterlormente la placa se calento a 245-C

por 30 mln, Para observar la aparicion de manchas.

ANALL1S1LS DEL CRECIMILENTO, ESPORULACLUN X PRODUCCILON Dk

ENTERUTROXINA.
CULTIVO.

Las cepas tueron activadas coliocando una alicuota del cultivo
de reserva en un tubo gue contenlia 1Y ml de caldo con tioaglicolato.
lnmedilatamente 4espues se le reallzd un chiogue Termico (/b°CrsLy

min} para actlvar 1as esporas v 5 1hcubo a 3/"C pnor L4a—-Le horas.

Este cultivo sirvio para 1nocular (al 10%} tubos de 16 x 1hy
mm que cohntenlan LU ml de medio detinido (D) de Sacks vy Thombson
(b8, Tabla 1) recién mwnreparado con U.Y% de sacarosa v 1 mM de

guanosina (56). LOS TubOs rueron 1ncubados POYr J horas a J/¥C., De



este cultivo se Lnocularon
Bz lenmever de b5U ml gue contenian 3 v 45
medic D con las sales biliares o el Jugo biliar.

dextrina en el medio D tué el trivie dgue Lta ftormuiacidin original

(35%). Los cuitivos tueron incubaaos en un

(alL 2%)

tubos de L3 x LUU mm v matraces
ml resvectivamente de

La cantidad de la

pano de auuda a 3f1YC.

‘fabla 1. Composiclon del medic D,

Componente Conc. tinal dJComponente Conc. final

tmasL) imasi)
L-Alanina 500 Mups lv,00u
L-Arginina HSUuuy K=aHbPU 4 4,004
L-Asparaacina 5U0 NaHCO~ 500
L=-Cl3Tina HU vexcrina 3.000
Giicina HUoU Giucosa 1,500
L-Ac. Glutamico Uy kibhotlavina U.h
L-tslutamina 2590 Pantotenato de Ca L.0
L-Histidina 20U Piridoxamina .o
L-Hidroxiprolina l4db Ac. Nicotinico 1.0
L-lsoleucina ZhU AC bPollico 1.0
L-Leucina 315 "iamina Uu.bn
L-Lisina 500 Biotina U.ygub
L-Metionina 2bU ED1A sal rerrica 435.8
L-Frolina 250 ELTA sal tetrasodlica 44.b6
L-Fenilalanina bhud Clorureo de manganeso 19.79
L-Serina ENE Cioruro de caiclo Lz
L-Treonina 125 Suitato de zZinu 11.5
L-Yriptotano 25U sultato de cobre U.ud4h
L—lirosina i4b “"ioalicolato sodico Loy
L—-Valina la .o AsCorbalo ae sodio 290
Uraciloe 12.56
Aderniina 14.29

Los cultivgs en {os tubos ftueron uti1liZados para realizar ias

curvas de creacimiento v la determinacion de esporas.

en tanto qaue

.23

108 culitivos de ifios matraces se utllizaronh para la determinacion ae



enterotoxina.

CURVA DR CRECIMIENTO,
ketas se realizaron medilante ia determinaclion de ia densidad

optica de 108 Ccultivos & o6UU nm cada hora. Para este (in se utilizo

un espectrofotdédmertro Perkin BElmer modelo 35.

DETERMINACION DE E3SPORAS,
a) ESPORAS TERMORRESISTENTES,

Los cultivos tueron 1lncubagos a J/¥C  pox iU noras.
Posteriormente, se Jes realizd¢ un chogue teéermico (de la manera
gescrita anteriormente), a tin de matar las ceélulas veaetativas.
Después de eésto. los cultivos tueron rapbidamente entrlados

colocandolos en un bano de agua con hielo.

Fara determinar las esporas presentes se utili1zo el meétodo de
conteo en blaca (35), el cual consi1stid en hacer alluciones

decimales de Los cultivos en agua peptonada ai l%. Fosteriormente
fueren inoculadas en plLacas de Petri a las gue luego se les
adiciond medio nutritivo con agat (l.59% YTripticasa pveptona | BBLI,

1.0% extracto de levadura {Diicol v l.b% de agar acar tMexkii.

bespues gue las placas de gelosa se soliditicaron, tueron
colocadas en anaerobilosis (utilizando l1la mezcila de gases antes

descrita) ¥ se wncubaron a 347C por 24 horas. tiempo después del

cual s5e determind el numerc de colonias presenites en 1las placas.



25

b)) CALCULU DE PRUFOURCLON LB RSPURULACLON.

Esto se zreallzZo medlante pPreparacilones humaedas de lLos

cultivos, tomando una ailcuota ae ei1los v colocandola entre potta

Y cubreobietos. El conteo de celulas vegetalivas v en esporulacién

se realizd mediante un microscoplio de contraste de fasesa. Se

contaron al menos 300 células por preparacidn v se realizaron ai

mencs dos preparaciones por muestra.

DETEXMINACION DB BENTEROTOXINA

Los cultives i1ncubados por 7-8 horas fueron entriados v

centritugados a 10,000 X g por 1Y min. a 5¥¢. Lel paauete celular

obtenido se obtuvo &) exXtratto celuiar de la manera descrita

anteriormente v a este se L& determind su contenido de encerotoxina

Y de proteina total por 1os metodos va descritos.



. RESULVYADOS.,

PHODUCCION Y PURIFICACION DE ENYERUTOXINA.

Siquiendo el procedimiento descrito, Se gbtuvo un cromatodrama
con dos qrupos de fracciones con abscrbanclas a 280 aom (Fig1,). Bl
Drimero mostro una absorbancila maxima a 2eU v no demostro i1dentidad
inmunoloégica con la enterctoxina. kKl sequndo grupo de tracciones
mostrd bandas de identidad i1amunoldqilca tetal en la técnica de

inmunodifusion doble de Ouchterlonv,
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Fi1g 2. Cromatourama obtenido durante el proceso de puriticacion de
la enterotoxina de (. DeLtringens.
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Al realizarse la electrotoresis en dqel de poliagrilamida cel
sequndd qQrupo de tracciones, se observd una sola banda, la cual
coincidia con ia enterotoxina estandar (dato no mostrado). Esto nos
indicé gue 1la enterotoxina gue se Drodulo y s8e purificd se

encontraba en un buen estado de pureza.

DETERMINACION DK PROTEINAS.

En la determinaclon se utilizaron estandares de albumina
sérica bovina, obteniéndoese una curva estandar (Fia. 3), la cual

sirvio para determinar el contenido proteico de 105 extractos

celulatres.
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principales sales billiares en la mezcla de Judo biiiar humano.

1o
|

Fiq. 4. Periil de elucion obtenido despueés de realizar
cromatoqratia en cawa tina de Llas sales Vv bilis humana. bkn el
carril 1 al 4 se encuentran los estanoares de sales biliares:
quenodesoxicolato, taurocolato, colato v glicoguenodesaxicolato de
s0dio respectivamente. ki 105 carrites b vy [, las mezxclas de los
estandares anteriores v en los carrllies & yv 8 1a mezcla de las
muestrdas Dills,
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EFECTO DE LAS SALES Y JUGO HBILIAR BN EL CRECIMIENTO DE C.
perfringens.

&] etecto de las sales Plliares humanas sobre el crecimiento
de las cepas entercoloxigenicas (ent™) v no enlercvtoxXlgenicas

(ent™) de C. pertrrinagens estéd resumido en la tabla <.

Las figuras b & la U muestiran las ¢urvas de crecimiento para
las cuatro cepas de (. perrringens ensavadas con las sales
biliares, en donde 3se obsexvo aué estas sSales a altas
concentraciones produleron un erecta inhibitorjio sabre el
crecimiento de las cepas. BEste etecto tué disminuvendo cuando se
utilizaron concentraciones mas bajas, 1ncluso se obtuviexon bajos
niveles de estimuiacion a bajas concentraclones en la cepa no

enterotoxigenica {(ent™ j.

El guencdesoxicolato de sopdlo, cuandc ifuée anadido a 1ios
cultivos en concentraclones 4dltas, resultdo sSer @l mas tuerte

inhibidor del crecimiento en todas ilas cepas.

Cuando se utilillzo 14 mezcla de sales blliares noe se pudao
detectar crecimiento en ilas cepas ent’'. 85in embargo, la cepa ent~ 51

pudo crecer aungue a balos rendimientos (bFirua. 21).

Cuando el jugo biliar se adiclend 8 los cultivos en dilucion
i:20 a 1:320, no se detectd creclmiento, Para eliminar la

posibilidad de gue algan comnponente protelco delijugo biiiar con
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actividad inhibitoria del crecimiento estuviera presente en la

muestra, la bilis fué calentada a 75“C por 15 min, vy prosteriormente

incorporada a4 cultivo. Sin embarde, tampeco pudo detectarse
crecimiento.
CEPA SAL BlLlAR —CONCENIRACION DE LA SAL (mg/ml)
U.lzb 0.5 2.0 5.0
NCTC 8239 Colato il 10 i6 ND
Taurgcolato 14 14 81 ND
Glicoguenodesoxi-
colato 4 ND 60 66
Juenodesoxicolato 8 b3 iuo ND
NCFC 80679 Celato 68 88 80 NLD
lauregolato 54 bl g3 NL
Glicoguenodesoxi-
colato 53 ND 23 30
QuenodesoXxicolato 50 99 99 N
NCTC 10240 Colato 20 32 43 ND
Taurocolato 27 25 84 ND
Glicoguenodesoxi-
colatao 19 ND 23 30
Quenodesoxicolato 33 Ye 96 ND
ATCC 3624 Colato o* 0 Z0 ND
Taurocolato o L 98 ND
Glicoguenadesoxl-
colato 2 ND bl 67
LQuenodesoxicolato 1] 95 100 ND

L . L .
Asco en la presencia de saies biliares/ Asco €n la ausencia de

las sales. La lectura de la absorpancias corresponde a las b

horas de cultivo.

02. no inhibicidn o estimulacién ligera.

ND, no determinado.

Tabla 2. Porciento de reduccién de la absorpancia de los cultivos
de . perfringens cuando se anadleron sales biiiares al medio de

cultivo,
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ABSCRBANCIA 800 nm

12

TIEMPO (hr)

F{S‘G‘ Curva de crecimiento de (. perfringens cepa NCTC

cultivada en medio Letinido con taurocolato de

sodio.

4239
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cultivada en medio Definido con quenodesoxlicolato de sodio.
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FIBJB.GH?V_a = C‘]ft"i,"llﬂlf‘ﬂto. d.c_* . pertringens cepix NCTC lugz4u
. Cultivada en medio Definido con taurncelato de sodio.



N )

ABSORBANCIA 600 nm

12

TIEMPO (hr)

Fig. 17. Curva de crecimiento de Closiridium perfringens

cepa ATCC 3824 cultivada en medio definido con colato de
sodio '
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Fig. 18. Curva de crecimiento de Clostridium perfringens
cepa ATCC 36824 cultivada en medic definido con tauroco-—
lato de sodio
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0.8 u 1

ABSOREANCIA 800 nm

TIEMPO (hr)

Fig. 20. Curva de crecimiento de Colstridium perfringens
cepa ATCC 3624 cultivada en medio definido con queno—
desoxicolato de sodio '
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Fig.21 . Curva de crecimiento de Clostridium perfringens
cepa ATCC 3824 cultivada en medic definide con la
mezcla de sales biliares,



EFECTO DE LAS SALES BILIARES SOBRE LA ESPORULACION.
Los tesultados obtenidos en este punto fueron sometidos a un
analisis estadistico, mediante la comparacion multiple de medias

(Prueba de Tukey) y ia "t" de student,.

Las cepas NCIC 8Z39 (H-3) y NCYIC Bb7bY iH-b6) no esporularon en
el medio D normal, por lo gue se pudo observar un efecto
estimuiatorio muy tlaro de la esporulacion cuando se adicionaron
las sales biliares al medio de cultivo (Tabla 2). Este mismo efecto
no pudo ser detectado en forma tan convincente en las otras cepas
(NCTC 10240 vy ATCC 3b24), va gue sus controles produijieron altos

niveles de esporas.

Cuandeo se utiliizdé el colate de sodio se obtuvo un etecto
estimulatorio directamente proporcionai con su concentraciodn en
todas las cepas utilizadas. Un eiecto contrario tué obtenido al

utiligzar las otras sales biliares.

En alqunos cultivos no fué posible detectar la presencia de
esporas termorresistentes. Sin embarqo, cuandoe esos fueron

obsexrvados con ayuda de un microscopio de contraste de fases, se

49

pudo detectar la presencia de esporas defectuosas, pber Lo gue en -

estos casos se realizd un conteo de células v se determino el

porciento de esporulacion,
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EFECTO bk LAS SALES BlILLARES EN LA PRODUCCLUON DE ENTEROTUXINA.

La determinacidén de enterotoxina se reallzdé mediante la
metodolodia descrita anteriormente, usando la técnica de
contrainmunoelectroforesis, la cual tuvo una sensibilidad de 3
dasml. Los datos obtenidos fueron sometidos al analisis estadistico
de comparacion maltiple de medias {(prueba de Tukev), asi como al

analisis “t" de student.

En la mayoria de los casos lilas sales biliares produjeron un
eftecto estimulador en la producclion de enterotoxina cuando se

afiladieron a los cultivos de las cepas ent* (Tabla 4).

Al igual gque en el punto anterior, en donde los cepas NCIC
8239 v NCTC 8679 no esporularon en el medic de cultivo, tamboco se
pudo detectar entexotoxina. 8in embarago, se pudo observar un efecto
estimulatorio muy claro en la produccion de enterotoxina cuando
tueron tratados Ccon varias concentraciones de sales biliares. Por
otro lado, en la cepa NCYC lUZ24U, a diterencia de la esporulacién,
8i fué posible observar un hnotable etecto estimulador de 1la

produccién de enterotoxina.

El colato de sodio mostrd el melor efecto estimulador cuando
sSe utjilizdé en la concentraciéon de 2.0 mg/mi. Como en el caso de la
tormacion de esporas, las otras sales biliares induijeron la
producciodn de mavores cantidades de enterotoxlina <cuando Sse

utiliz&rgn las concentraclones mas badlas.
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No se detectd entexrotoxina cuando la cepa ATCC 3644 (ent™) tué

cultivada eh presencia de biils 6 de sales biliares.

La relacion entre esporulacion ¥V productién de enterodtoxina
previamente reportada {(34. LZ) pudo ser observada en este trabalio
(labla b)), va que cuando se detectaron bajos niveles de

enterotoxina, se obtuvieron baijios niveles de esporas, y viceversa.

En ailqunos casos pudimos detectar enterotoxina, sin embardo no
se demostrd la presencia de esporas termorresistentes. Cuando estos
cuitivos tuexron observados con avuda de un microscopio de contraste
de fases pudimos observar esporas detectuosas, por lo dgue en estos

casos se determind el porciento de esporuiacion en los cultivos.

En el caso de la cepa NCrc 8239 ({H-3) tratada con
aglicoguenodesoxicolato de sodi0o a una concentracién de 5.0 mg/mi,
se detectaron bajos niveies de enterotoxXina. Sln embardo no se
detectaron esporas termoresistentes, v el porciento de esporulacion
no pudo ser determinado debido a- la presencia de inclusiones
intracelulares en ia pacteria due imobedian delerminar la tormacidn

de los estadios i1nhicilales de la esporulacién,
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DISCUSLON ¥ CONCILUSITIONES
En el proceso de puritlcacion de entercotoxina, se obtuvieron
dos qrupos de ftracciones durante ia cromatografia en columna. en
donde so0lo el sSegundo mostro identidad i1nmunoldéagica can  ia
enterotoxina. &8e ha descrito (27) gqgue el Drimer dqrupoc de
fracciones, gue mostrd una absorbancia maxima a 2&eU nm, easta

compuesto principalmente por Aacildos nucleéicos.

Al realizar la electrotoresis en gel de poliacrilamida de la
enterotoxina obtenida, s0lo tue posible detectar una sola banda, lo
due nos 1naicod gue la enterotoxlna se encontraba en un buen estado
de pureza. Otros autores (5HU) han utilizado tecniras mas senslbles
para la deteccion de proteinas separadas por dgel de poliacrilamida
como el oro coloidali, en donde solo se ha mostrado la presencia de

una bahda de proteina gue corresponde a la enterotoxina.

La técnlca de contrainmunoelectrxotoresis presento una
sensilpilidad satistaccorla pard los propositos de este trabaio. La
observacion de las bandas se hizo mas clara ali tenir la placa con

acido tanico, tai como lo reportaron Naik v buncan (4/).

El analisis de esteriiidad de la muestra biliar resultd muy

importante, ya gue de <Y muestras obteniadas, lU de ellas se

encontraban contaminadas. Cabe senaliar gue todas las muestras
provinieron de pergonas gue no tallecieron por problemas biliares

0 hepaticos.
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Duante la deteccion de las sales biliares en la bilis, por
cromatoqratia en capa fina, se utilizd una fase movil diterente a
la reportada por Fiotch vy colaboradores (40 . 8in embarqo, fué
posible obtener una buena separacion de todas ilas sales, lo cual se
mostro poxr sSus Ri's. Al analizar el patrdon de manchas mostrado por
el taurocolato de sodio pudimos detectar L4 presencia de aos
nmanchas, una de ellilas, la mehnor, correspondia al Ri del coiato de
sodio. Esto puede explicarse va gque el taurocolato comercial
contiene de un 2-5% de coliato de sodio, el cual no se coeniugd con

taurina durante el proceso industiial.

Al analizar la bilis se obtuvieron manchas semelantes a
nuestros esgtandares, lo gue nos indicaba 1la presencla de dichas

sales en i1a muestra del jugo biliar.

Bs dificil saver la concentracion real de las sales biliares
en €l i1ntestino deldado, ya dgue varia de acuerdo ai contenido de
grasa ingerido en el alimento, a la velocidad del paso del alimento
por el duodeno v a tactores dilucionalies (29). En este trabalo se
usaron tres concentraciones las cuales se pueden encontrar en uan

momento dado en el intestinoc deigado.

Los resultados demostraren un efecto 1nhibitorio general de

las sales Y la bills sobre el crecimiento de este MICcroorganlismo.

Se pudieron detectar diversos grados de inhibicién del
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Crecimiento debido a las diterentes saies biliares. Cuando 1la
mezcla de las saleg tué anadida al cuitivo, s0lo la cepa ent~ pudo
crecer, Hasta el momento no existe 1ntormacion en la literatura
sobre 108 factores que determinan la capacidad de crecimiento de
gste microorganismo en presencia de saies biliares, por lo gue se
reginiere deée un estudlo a rondo sobre éste aspecto, utilizando cevas

productoras v no productoras de enterotoxina.

Cuando ia bilis ftué afiadida a lo0g cultives se obtuvo una
inhibicién total del crecimiento tanto en las cepas ent™ como enr la
ent~., kste etecto pudiera ser debido también a otros factores
presentes en el jugo blliar ademas de las sales biliares. Flotch v
colaboradores (<0) encoptraron un etecto 1nbi1biltorio Sobre el
crecimiento cCcuando bilis tué adicionada a Llos cultivos. 8in
embargo, en aqguel estudio, la minima conceantracion que produjo un
efecto inhibitorio sobre ei ¢crecimiento de ¢, pertfringens ftueée 1:20.
En este trabajlo no pudimos detectar crecimiento cuando
fueron agregadas diiuciones hasta l:iJdZu. kstas discrepancias
pudieron deberse al hecho gue el grupo de Flotch obtuvo la bilis de
pacientes con drenaje en T, que habian sufrido colecistotomia o6
coledocolitotomtia, vya gue se ha reportado (18] gue clertas
enfermedades biliares ¢ hepaticas pueden modlricar la cantidad v
proporcion de sales bililares en el +iugo biilar, mientras aue la
bilis wutilizada en nuestro trabajo procedia de Dersonas due

fallecieron sin ninguna entermedad biliar ¢ hepatica reportada.



El analisis estadistico gue se realizé de las cuentas de
esporas termorresSistentes obtenidas al tratar los cultivos con
diferentes concentracilones de saies biliares, demostrd, <on un 99%
de confiabliliaad, una diterencia signliiicativa entre 1os controles
v 108 tratamienios COn proguctos billares, por Lo due Dodemos deglir
aue hubo un efecto estimulatorio real sobre la esporuiaclion de la
bacteria cuando se adicilonaron & laos cultivos ciertas sales
biliares, De la misma manera se demostrd uvna diferencia
significativa en cuanto a la produccidn de enterotoxina de los

controles v los tratamlnetos c¢on sales biliares.

En este trabajo el colato de sodioc mestro un etecto
estimulatorio de la esporulacidén en todas las cepas analizadas.
Anteriormente, Ushijima (69) reportd ague esta sal era capaz de
producir un etecto estimulatorio de la esporulacion, el cual fue
cepa dependiente. Hickey v Johnson (3£) no pudieron detectar ningun
etecto de esta sal sobre la esporulacldéh de la unica cepa gue £1lo0s
utilizaron, Ushijima también reportd¢ Ggue el taurocolato de sodlo
generalmente estimuiaba la esporulacion cuando era adicionado a los
cult:ivos 8 altas concentraciones {4 wa/ml, 67). En nuestro trabalo,
pudimes detectar poco O ningun etecto estimulatori10o de la
esporulacion a concentraciones similares a las reportadas. 8in
embargo, a bajas concentraciones se obtuvo un etecto estimulatorio
muy claro., Estas discrepanclas pudleron deberse a diterencias en

Cepas Y medios de cultivo utisizados.
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Cuando las salex biliares provocaron un estimulo en ia
esporulacioén. tamblén Se observé un aumentoc en ia produccién de
enterctoxina v viceversa. EsTto apova la sugerencia de qgue la
enterotoxina es5 coditicada por uno de logs genes de la esporulacion

(12, 18, 34).

Se ha demostrado que clertos compuestos comp Catelna.
teobromina, papaverina v metilxantinas (40, 55, 57} vueden i1ndutixr
el proceso de esporulacion. Se ha visto gue estos compueston tienen
la capmacidad de remplazar o reduclit los reguerimientos de hierro
durante el proceso de esporglacion ¢ de 1nhibir la sintesis
macromolecuiar (brincipalimente nucleotidos). En este trabajo se
encontr¢o dgue lias sales biliares son 1nductores etectivos deld
proceso de esporulacion y produeccion de enterotoxina, sin embardo
€l proceso por el gue se lleva a cabo la induccitn no se conoce.
Para esclarecer el mecanismo biloguimico de 1nduccilion, se reguliere

reallzar estudios apropiados sobre el tema.

En algunos cultivos se pudo detectar enterotoxXina, pero no se
produleron esporas termorresistentes, sS1n embargo. cuahdo estos
ftueron observados con un microscoplo de contraste de Lrases, se
demostrd la presencia de esporas defectuosas. La presaencla de
enterotoxina en tales células no sorprende, va gue se ha reportado
que la Pproduccion de enterotoxina se 1nilcia en 1los primeros
estadios del proceso de esporuliacion, estadlo (1l (38). Bsto

indica, gue alqunas sales biliares son capaces de inducir el
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proceso de esporulacidn, pero 1lmpiden el desarrolio de esporas

maduras en clertas cepas.

En el caso de la cepa NCIC 8239 , cuande se tratd con b masml
de glicaguenodescgxicolato de sodio, no se demostrd la tormacidn de
esp.ras, aungue si bajas cantidades de enteroctoxina en los
extractos celulares. Esto probablemente pudo deberse a un muy bajo
porcentaje (< 1%) de ceéelulas con esporas refractiles o a la
presencia de células gue hubleran iniciado los primeros estadios de
la esporulacion, pero gque no pudieron ser detectados mediante la
observacidn al microscopl1o de contraste de fases debido a gque estas
células presentaron la formacion de inclusiones i1ntracelulares, que
pudieron haber enmascarado los estadios tempranos del proceso de

esporulacion.

Las sales biliares fueron estimuladores efecliivos de la
produccidn de enterotoxina cuando fueron agregadas a clertas
concentraciones. ksto pudiera ser util para los procesos de

producci16n v purificacion de enterotoxina en el laboratorio.

Para determinar si una cepa aislada de un proceso diarreico es
0 ho productora de enterotoxina, generalmente se crece en un medlo
de cultivo y posteriormente se determina la produccion de
enterotoxina. Sin embargo, se ha vistoc gue alqunas cepas producen
cantidades muy bajas de enterotoxina cuandoc se cultivan en medios

usuales, por lo gue generalmente no se detecta enterotoxina en
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tales cepas. kBn eso0s casos resultaria de gran utilidad la adiciodon
de sales biliares en los cultivos, a fin de inducilr una
estimulacién de la pruduccién de enterotoxina, due se pudliera

detectar mediante las técnicas usuales.

Lesde hace tiempo se ha utilizado como tratamiento de la
colelitiasis (calculos biliares. deneralmente compuestos por
colesterol), la administracilion oral de altas cantidades de sales
biliares, entre elias el glicoguenodesoxicolato de sodio (i4d4). En
aeste trabajzo, cuando se adicioharon altas concentraclones de esta
sal a los cultivos, s5e obtuvo un etecto inhibitorio sobre el
crecimiento, la esporulacion v La oroduccidn de enterotoXNina. ksto
pudiera ser de importancia en la prevencidn de las intoxicaclones
alimentarias producidas por . pertringens en estos pacientes, sin
embargo para poder llegar a atlrmar lo anterior, se necesltarlan

estudios a ftondo sobre este tema.

Lbe acueserdo con 1os resultados obtenidos. La nipotesis de este
trabajio se aceptd parcialmente., es declr gue las cuatro sales
biliares humanas (colato, taurovcolato, gllcoguencdesoxicolato vy
guenodesoxicolato de 50d10) 50n capaces de estimular 1a
esporulacion v la produéclon de enterotoxina, pero i1nhiben el

crecimiento de . perrltringens.

con todo 40 anterior concluimos gue:

a) Las cuatro principales sales billilares humanas son capaces



de producly lnhlbitlon del crecilimientao de las cepas de .

pertfringens estudiadas.

b} La mezcla de colato, taurocolate, guenodesoxicolato v
glicoquenodesoxicolato ae sodio a concentraciones de
0.5:0.5:0.5:2.0 masml respectivamente, t{iene la habilidad de
inhibir completamente el crecimiento de las cepas enterotoXlgénlicas

estudiadas.

€) kLl Jugo biiidar humano en ditucion i1:2U0 a 1:320 inhihe

completamente el crecimlentoc a8 145 CcepasS anaiizadas.

d} Las sales biliares humanas a determinddas
concentraciones, son capaces de producir una estimulacién del

proceso de esporulacilon.

e} lL.a produccion de entercotoxina puede ser estimulada porx

cilertas concentraciones de sales biliares.

t} Bl colato de s0dio presento un erecto inductor de la
esporulacién v la produccion de enterotoxina, directamente
proporcional a su c¢oncentracion, en tanto gue las otras sales

mostraron un etecto 1nverso,
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REESUMBEN.

Las sales blliares son sustancias gque continuamente se estdn
secretando en el 1ntestino deldade, lugar donde (iostridium
perrringens lleqa junto con ei alimento contaminado € inicla el
proceso de esporulaclion v produecidn de enterotoxina, pudiendo

orlalnar una toxi-inteccionn aliwmentaria.

En este trabalo tue estudliado ei ertecto ded Jugo v las
principales saies biliares descaradadas en £1 duodeno humano
{colato, taurocolalo, guenodesoxicolato v glicoguenodesoxicolato de
sodio), sobre el crecimiento, la esporulacién vy la broduccidn de

enterotoxina de . peritringens.

Cada sal biriiar tue capdz de inhibir el crecimiento bacteriano
a diterente grado. Una mezcla de sales bllilares tuvo ia capacidad
de inhib:r completamente el crecimiento de Las cepas
enterotoxigénicas, pero no de la cepa no enterotoxidénica usada. kil
jugoe biliar humano diiluldo hasta 1:320 1nhibl1o compietamente el

crecimento de todgas las cdepas.

Se observy un erectu estimulatuvrio de las sales Dilirares sobre
la eswvorulacion de todas Llas tepas. Las sales tambiéen fuexon
cdpaces de 1ncremencar la vroducclon de enterotoxina en las cepas
entexotoxiaéenicas estudiadas. No se observo ningun etecto
estimalatorio de la produccidn de enterotoxinag cuando se examlnd la

cepa no enterotoxigenica.
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