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RESUMEN

Vibrio cholerae es el microorganismo que origina el colera, la cual es una
enfermedad con alta mortalidad. Para causarla éste tiene que afrontar barreras
naturales del hospedero, tales como cambios en temperatura, pH extremo, y
disponibiidad de nutrientes. Existen trabajos en donde se estudié |la induccion de
respuesta al choque térmico en V. cholerae, perc no se conoce a la fecha la re2
- spuesta a la tolerancia acida. Siendo el pH bajo una de las principales barreras
naturales del humano para la entrada de organismos enteropatdgenos, asi como uno
de los métodaos de conservacion de alimentos, resultaba necesario conocer si esta
bacteria era capaz de adquirir tolerancia al &cido y saber los mecanismos
involucrados. En base a esto nos planteamos |a hipotesis de que un choque acido
subletal en V. cholerae inducia tolerancia al acido. Para demostrar esta hipotesis se
usd V. cholerae tipo 01 C 7677, y se determind la mejor condicion de choque acido
cultivando las células en medio Infusion Cerebro Corazén hasta que alcanzaron la
mitad de |a fase logaritmica, y posteriormente fueron expuestas a diferentes pH acidos
durante 20 min. Después se transfirieron a un medio nuevo con el pH original. Cada h

se determind la viabilidad celular mediante cuenta en placa.

Para determinar la tolerancia al acido, se repitié el procedimiento anterior, solo
que esta vez las celulas fueron expuestas a un segundo choque de pH mas bajo por

un periodo de 40 min. Durante este ultimo tratamiento se determiné la viabilidad de las



células cada 10 min. Se determin6 el tiempo requerido para que la poblacién
disminuyera en un logaritmo. Se establecid que los choques &cidos a pHde 45 50y
5.5 durante 20 min provocaran una disminucién de crecimiento moderado, pero si las
celulas eran retornadas a su pH original, estas eran capaces de recuperarse y
alcanzar niveles semejantes a las del control. Ademas, que como resultado de un
choque acido previo a pH de 5.5, la bacteria resulté ser dos veces mas tolerante a un

pH de 4.5 que el control. Esta tolerancia permanecia al menos una hora después del

choque inicial.



INTRODUCCION

La enfermedad del colera es causada por la ingesta de alimentos o agua
contaminados con Vibrio cholerae, la cual es una bacteria que se encuentra
ampliamente distribuida en la naturaleza, o bien interactuando con diversas

asociaciones marinas (Kaper, B., et al,, 1995; Jyot, J. y A. Ghosh., 1995).

La forma de transmisién de esta bacteria se lleva a cabo por la ingesta de agua
o de alimentos contaminados con vibrios provenientes del vémito o de las heces de los
enfermas. Los pescados y los mariscos que se consumen crudos, especialmente |os
camarones y los crustaceos procedentes de litorales poco profundos pueden estar

también contaminados (Cabra, L. D, et al., 1994).

Se ha establecido que algunos factores determinan el desarrollo de la
enfermedad, tales como el nivel socioeconomico, la disponibilidad y el acceso a
medidas sanitarias basicas, el estado nutricional, el embarazo, la inmunidad natural y
la acidez gastrica (Giannella, S., et al., 1972). Esta dltima representa una barrera de
defensa frente al ingreso de microorganismos por via oral, de tal manera que cuando
dicha proteccidn se encuentra disminuida, las bacterias sobrevivian mas facilmente.
Asi, la ingestién simultanea de alimentos capaces de neutralizar el jugo gastrico,

permite que la infeccion se produzca con dosis mucho menores (Gonzalez, S. Ny P. S.

Saltigeral, 1992).



Cuande esta bacteria entra al organismo humano antes de poder llegar a invadir
el epitelio intestinal y proliferar alli se enfrenta a una gran variedad de estimulos
estresantes, tales como la elevada temperatura, pH extremo y disponibilidad de
diferentes nutrientes (Nistron, T., et al, 1992). Se ha sugerido que si los
microorganismos se han adaptado previamente a condiciones de estrés, estos podrian

sobrevivir a esas barreras naturales (Bearson, S., et al., 1996; Foster, W. J., 1991).

Debido a lo anterior, la respuesta a cambias no deseables en el medio ambiente
es crucial para la sobrevivencia de los microorganismos tanto los patégenos como los

obicuos.

En algunos organismos se ha demostrade la adquisicion de tolerancia a pH
acido. Se ha visto que esta resistencia va acompanada por la sintesis de un grupo de
proteinas conservadas evolutivamente conocidas ¢como proteinas del choque &acido

(Foster, J. W., 1995, Baik, S. H., et al., 1996; Wilmes, R. M., et al., 1996).

Siendo el pH acido una condicién de estrés a la que se tiene gue enfrentar V.
cholerae, asi como uno de los métodos de conservacion de alimentos, resulta
interesante conocer los mecanismos que pudieran ayuda a sobrevivir a esta bacteria a
esa condicion, a fin de comprender y entender la resistencia y finalmente poder idear

estrategias que nos permitan controlar la enfermedad del colera.



ANTECEDENTES

EPIDEMIOLOGIA

El colera es una de las enfermedades mas antiguas de la humanidad, se
pueden encontrar descripciones de cuadros clinicos semejantes a los de este
microorganismo en los escritos de Hipocrates. Thomas Sydenham, en el siglo XVII,
acuno el término Cholerae morbus para distinguirlo de cdlera, sinénimo de ira o enojo

(Diaz, 0. C., 1993; Rubio, M. C., y C. L. Tzuc, 1995).

Desde el siglo XVII hasta el XIX el Cdlera morbus fue una enfermedad comun
entre los habitantes del Continente Asiatico. En el afo de 1817 salié de Asia y recorrio

el mundo entero (Tapia, R., et a/., 1992).

Entre 1830 y 1831 las tropas rusas llevaron la enfermedad a Polonia y de alli
se introdujo a Europa. En 1832, atravesd el Atlantico y se presentdé en Canada;
después se propag0 a los Estados Unidos, especificamente a Nueva Orleans, y al ano

siguiente aparecio en nuestro pais (Gonzalez, S. y P. S. Saltigera., 1992).

Jojn Snow, considerado como el padre de la metodologia epidemioldgica,
publicé en 1849 su obra sobre el modo de transmision del cdlera en Londres. El definio
las caracteristicas epidemiolégicas y precisé las bases para su prevencion y control

(Brock, T. D., et ai., 1987).

En 1883 ocurrid una epidemia de grandes proporciones en Alejandria, en donde

se realizaron investigaciones por Emilio Roux, Thuiller, Roberto Koch y por Kaffly.



Estos uitimos pudieron aisiar a la bacteria en [a materia fecal de personas enfermas

(Tapia, C. R, et al, 1982).

Esta enfermedad habia desaparecido de nuestro pais por mas de un siglo, aun
y que durante mucho tiempo se registraron casos en el Continente Americano.
Desgraciadamente, hace algunos afios reaparecio en el area andina de Sudameérica y
desde alli se ha extendido lentamente a otros paises de América, incluyendo el

nuestro (Loo, D, et al., 1997; Kaper, B. K., ef al., 1995; Nair, B., et al., 1996).

En el mes de julio de 1991 se detectd la presencia de un pequerio brote en una
localidad de la sierra sur del Estado de México, con 19 casos confirmados de célera.
La localizacion inmediata del caso permitié el control sanitario en forma oportuna, con
lo que se logro el control total del brote (Kaper, J. B., et al, 1895; Nair, B. G., ef al

1996).

Actualmente, los movimientos migratorios son intensos y amplios, y las
condiciones sanitarias deficientes, lo que coloca practicamente a cualquier lugar del

pais como un area de riesgo para la enfermedad (Tapia, C. R, et al., 1992).

GENERALIDADES DE V. cholerae

V. cholerae es un bacilo aerobio, gram negativo, curvo, de extremos
redondeados, en uno de los cuales tiene un flagelo que lo hace sumamentie mdvil.

Ademas, es un microorganismo marino que tiene preferencia por las aguas salobres



contaminadas con materia organica y se le encuentra con frecuencia en estuarios

(Kaper, J. B, et al., 1995; Brock, T. D., 1987).

Este microorganismo pertenece a la familia Vibrionacea, filogenéticamente
cercano a las enterobacterias. Tiene mas de 90 serogrupos, de los cuales dos de
ellos, pueden ocasionar el colera, el 01 y el O139. Existen dos biotipos: el clasico y el
Tor, serolégicamente indistinguibles. Dentro de cada biotipo hay tres serogrupos,
Inoba, Ogawa e Hykojima. El biotipo clasico produce manifestaciones clinicas graves y
el Tor es el que se ha relacionado mas directamente con las ultimas epidemias,
excepto en Bangladesﬁ, donde reaparecié el biotipo clasico (Balakrish, N. G., et al.,
1996; Kaper, J. B., 1995). El tnico V. choleraé asociado con las epidemias es el del
grupo O1 y el 0139, los demas se han agrupado con V. cholerae no O1 (Kaper, J. B.,

et al., 1995; Balakrish, N. G, ef al., 1996; Tapia, C. R, et al.,, 1992).
EL COLERA

Tanto el biotipo clasico como el Tor elaboran una misma enterotoxina, el
colerdgeno, la cual es la responsable del cuadro clinico, el cual se caracteriza por falta
de apetito, malestar abdominal y diarrea liquida, inicialmente de color café pero que
rapidamente adquiere un color palido como de *"agua de arroz'. Las heces son
isoténicas, las cuales no tienen gran cantidad de proteinas, aunque son ricas en
bicarbonato y potasio, mativo por €l cual se pierde agua, y rapidamente se produce la
deshidratacion. Por lo general no se presenta fiebre, tampoco hay sangre ni moco en

las heces. Poco tiempo después aparecen los vomitos. En ocasiones es frecuente la



presencia de calambres abdominales y musculares (Diaz O. C.,1993; Rubio, C. M.y C.

L. Tzuc, 1995),

La mayor parte de las infecciones por V. cholerae (hasta un 75%) son
asintométicas, en especial en ios nifios. De los pacientes con manifestaciones clinicas,
una parte presenta cuadros diarréicos feves, sin complicaciones, que no pueden
distinguirse de las diarreas causadas por otras etiologias (Rubio, C. M., 1995), Solo
una proporcion pequera de las personas infectadas presentan cuadros graves, que
dependen principaimente de la liberacion de la toxina (Gonzalez, S. y S. P. Saltigeral,

1992).

Pasado el tiempo de incubacién del béci!o, se produce la enterotoxina, la cual
es una prateina compuesta de dos subunidades (A y B). La subunidad B de la toxina
se fija en los receptares del monoacilogangliosido (GM1) y transioca ia subunidad A a
través de la membrana, donde se activa la adenilatociclasa que produce un aumento
del AMPc. Esto trae como consecuencia pérdida de liquido al inhibir {a captacién de
cloruro de sodio y estimular la secrecion activa de cloro por las células epiteliales del

intestino (Cabral, D. L., et al., 1994; Ludwig, S. D., ef @/, 1985; Lanne, B., et al., 1994).

Se ha determinado que los anticuerpos IgA sintetizados contra el lipolisacarido
y la toxina de V. cholerae proveen cierta proteccidn contra el colera, los primeros por
inhibir la adherencia bacteriana a la pared intestinal y los segundos por el blogqueo a la
fijacion de Ia toxina a su receptor. Sin embargo, hasta |a fecha no ha sido posible una

vacuna efectiva utilizando esta estrategia (Gonzalez, S. N. y S. P. Saltigeral, 1992).



El control de esta infeccion plantea algunos problemas especificos. Este vibrion
sabrevive por periodos de hasta 7 dias fuera del organismo, especificamente en
ambientes humedos y templados. En el agua puede sobrevivir desde unas cuantas h
hasta semanas, si ésta se encuentra contaminada con materia organica, y tiene un pH
entre 6 y 9. Sin embargo, el microorganismo es susceptible a |a desecacién, a la
ebullicidn, al cloro, a otros desinfectantes y a algunos antibidticos. (Tapia, R. C., ef al.,

1992 Kaper, J. B, et al., 1995).

Se ha observado que la forma de transmision de esta bacteria se lleva a cabo
por la ingesta de agua o de alimentos contaminados con vibriones provenientes del
vomito 0 de las heces de enfermos. Los pescados y mariscos que se consumen
crudos, especialmente los camarones y crustédceos procedentes de litorales poco
profundos pueden estar también contaminados. (Makukutu, C. A. y R. K. Guthrie, 1986;
Dalsgaard, A., et al., 1996, Koch, W. H., ef al., 1993; Bej, A. K, ef al, 1996). Este
patégeno tiene la capacidad de colonizar el intestino delgado, debido a que puede
penetrar en las células epiteliales de |la mucosa intestinal y reproducirse dentro de
éstas (Miller, F. J., ef al., 1989; Kaper, J. B, et al, 1995). Para que el patégeno se
multiplique, primero debe encontrar en el huésped los nutrientes y las condiciones
ambientales apropiadas. La temperatura, el pH y el potencial de oxido reduccion son
factores ambientales que afectan el desarrollo del microorganismo. Sin embargo, de
mayor importancia es la disponibilidad de los nutrientes microbianos en los tejidos del
huésped (Holmquist, L., ef al., 1993). Asi como también influye el nivel socioecondmico
de la poblacion, la disponibilidad y el acceso a medidas sanitarias basicas, y en forma

particular el estado nutricional, el embarazo, la inmunidad natural y la acidez gastrica.
9



La ingestion simultanea de alimentos capaces de neutralizar el jugo gastrico
permite la infeccidon con dosis mucho menores de sélo 10 000 gérmenes; esto se ha
demostrado en voluntarios jévenes y sanos; lo mismo sucede cuando existe aclorhidria

(Gonzalez, S. N. y S. P. Saltigeral, 1992; Kaper, J., et al., 1995).
PROTEINAS DEL ESTRES

Se ha establecido que los organismos son capaces de adaptarse a una serie de
condiciones ambientales tanto fisicas, quimicas y biologicas. Ademas, esta exposicion
estimula {a sintesis de un grupo de proteinas conocidas como proteinas del estrés
(PE) (Gautan, K, et al, 1994; Visick, E y S. Clarke. 1995). Se cree que la funcion de
estas proteinas es proteger a las células de c;ambios adversos, los cuales pueden ser
letales (Morimoto, R. J., et al, 1990). Estas proteinas se producen como respuesta a
diferentes condiciones de estrés tales como la temperatura, etanol, cambios en el pH,
iones de metales pesados, carencia de nutrientes, anaerobiosis, € infecciones virales
(Morimato, |. R., 1990; Couto, J. A., et af.,1997; Holmquist, L., ef al., 1993; Foster, W.

J. y P. M. Spector, 1895; Flahaut, S., ef a/,, 1996).

Se ha determinado que las PE son producidas en pequefias cantidades en
condiciones no tensionantes, y estan involucradas en funciones esenciales para la
célula, tales como la translocacion, la construccion y el ensamblaje de proteinas.
Algunas de estas proteinas han sido llamadas chaperonas moleculares (Schlesinger,
J. M., 1988). Dentro de este grupo destaca la GroEl, que ayuda a otras proteinas a
protegerse de la desnaturalizacion asi como en el ensamblaje de estructuras. Por otro

lado, también se ha caracterizado a |a proteina DnaK, [a cual se encontrd que disocia

10



algunas proteinas agregadas, mantiene polipéptidos desdoblados, facilita el transporte
de éstos a través de la membrana y ademas es responsable de unir polipéptidos

especificos (Schlesinger, J. M., 1988; Marimoto, I. R., ef al., 1990).

Araki en 1991, trabajando con una bacteria psicrofilica (Vibrio sp)} encontrd que
existian cambios en la sintesis de proteinas cuando las bacterias crecian a 13°C, en
comparacion a cuando era cultivada a 0°C. El sugirio que se trataba de una respuesta

adaptativa para poder crecer eficientemente a la temperatura a la cual era sometida.

Nystrom, et al, en 1991 estudiaron la respuesta de ia cepa S14 de Vibrio sp
sometida a inanicion de carbén, nitrogeno o fdsforo. Elfos encontraron que este estrés
provocaba la estimulacion de la sintesis de 20 proteinas nuevas ademas de las ya

existentes.

En 1996 un grupo de investigadores estudiaron las proteinas de chaque térmico
(PCHT) en V. parahaemolyticus. Ellos encontraron una PCHT cuando se incrementaba
la temperatura de 30 a 42°C. Se encontré que esta era homologa a la GroEl y que

tenia un peso molecular de 58 kDa (Koga, T., et al., 1996).

Gautam, K. et al, (1994) estudiaron la respuesta de V. cholerae al choque
térmico. Ellos encontraron que existian 16 proteinas identificadas en respuesta a la
exposicion de altas temperaturas. Ademads se encontrd que 5 proteinas de pm= (69,
66, 46, 23 y 16 kDa) localizadas en la membrana extema de las células eran
inmunogénicas. Siguiendo con esto mismo en 1993, Holmsquist, et al, estudiaron la
induccién de las proteinas del estrés en especies marinas de Vibrios durante un
periodo de deficiencia de carbono y un cambio de temperatura. Ellos demostraron que
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estas condiciones inducian la sintesis de proteinas del estrés tales como la DnaK y
GroEl. Sin embargo, después de un largo periodo de carencia de carbono solo se

indujo la DnaK.

En el mismo aio se estudié el efecto de la variacion de la temperatura sobre la
tolerancia al acido y al calar en S. enteritidis. Se demostré que cuando las células se
transferian a temperaturas de 20, 37 y 46°C, se producia un incremento en la
tolerancia tanto al dcido como al calor (Humphrey, J. T., et al., 1993). A este fendmeno

se le ha denominado proteccién cruzada.

La proteccién cruzada fue estudiada en Enterococcus fecalis ATCC 19433 al ser
expuesta a sales biliares, a pH acido y a un ‘choque térmico. Las células sometidas a
altas temperaturas y a sales biliares, indujeron resistencia a condiciones extremas
tanto del mismo 6 diferente estrés, mientras que las sometidas a bajos pH no
mostraron proteccién contra la exposicion a sales biliares. Este analisis, reveld que
cada tratamiento era capaz de inducir la sintesis de un conjunto de proteinas

particulares, entre ellas estaba la DnaK y GroEl (Flahaut, S., e/ al 1996).

En otra investigacion realizada por Humprey, ef al, (1991), se reporté que S.
enteritidis PT4 mostro adquisicion de termotolerancia después de una exposicion
previa a condiciones alcalinas. Se determiné de esta manera, que la adquisicion de

termotolerancia fue debida a un estrés diferente del choque térmico.

En investigaciones realizadas par Vélker, U., et al (1992) con Bacillus subtilis,
ellos demostraron que las células podian adquirir termotolerancia al ser expuestas a
un choque térmico subletal. Ademas cuando estas células se sometieron a
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concentraciones bajas de sal, se observd un aumento en la tolerancia a

concentraciones letales de NaCl.

Jones, G. P., et al, en 1987, estudiaron la inducciébn de las proteinas en
respuesta a bajas temperaturas en E. cofi, y observaron que cuando se sometian a
cambios bruscos de temperatura (de 37°C a 10°C) se detenia el crecimiento por varias
h y las células entraban a una fase de adaptacion o lag, en la cual se sintetizaban
aproximadamente 24 proteinas, de las cuales 13 se incrementaban de 3 a 300 veces

en comparacién con su sintesis a 37°C.

Otro grupo de investigadores encontraron que cuando el cultivo de células de E.
coli era incubado a 37°C y transferido a 10° 6 15°C, se producia una proteina de
choque frio. Ellos demostraron que la proteina era citoplasmatica y que tenia un peso

molecular de 7.4 kDa (Goldstein, ef ai, 1990).

La respuesta al estrés oxidativo ha sido muy estudiada en bacterias como E. coli
y S. typhimurium. Las estrategias de defensa de estas bacterias son muy similares a
los mecanismos empleados por levaduras y células de raton y humanas para
defenderse de agentes oxidantes. Las bacterias se enfrentaban con este estrés,
intentando destruir al agente oxidante, y reparando las macromoléculas que habian

sido dafadas (Ahern, H., 1991; Farr, S. B. y T. Kogoma, 1891).

Leyer, et al, (1993) demostraron que un choque acido desarrollaba una
importante proteccién cruzada al calor, al estrés oxidativo, y al estrés osmético en S
typhimurium. Sin embargo, ni el choque térmico, ni el osmotico indujeron tolerancia al
acido.
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PROTEINAS DE CHOQUE ACIDO

Una importante condiciéon de estrés que tiene que ser afrontada por muchos
microorganismos enteropatogenos, es el pH bajo. Por ejemplo, en algunos
microhdbitats del cuerpo humano, los patégenos microbianos son expuestos al pH
acido del estdmago, a condiciones de acidez en tracto urinario y en |los fagolisosomas.
La adaptacién y sobrevivencia a bajos pH puede favorecer la produccién de

enfermedades par muchaos patogenos gastrointestinales (Karem, et al., 1994),

S. typhimurium, asi como otras bacterias entéricas, experimentan cambios
significativos durante el crecimiento en diversos nichos ecologicos. Se ha demostrado
que la acidez del estdbmago origina que las céI‘uIaS mueran rapidamente al pasar por
este 6rgano. Sin embargo, recientemente .se ha demostrado que S. typhimurium tiene
la capacidad de sabrevivir a bajos pH (pH 3.0 a 4.0), si primero se adapta a un pH
moderadamente acido (5.5 a 6.0). Este fenémeno es conocido como respuesta a la
tolerancia acida (RTA). La exposicion a cambios acidos moderados es conocida como
pre-choque (chogque subletal), y las proteinas que se sintetizan como respuesta son

conocidas como proteinas de choque acido (Foster, 1991, 1993 y 1995).

Gorden y Small en 1993, estudiaron la resistencia dcida en bacterias entéricas,
demostrando que algunas especies de Shigella, E. coli y Salmonella tienen la

capacidad de sobrevivir a pH 2.5 durante 2 h.

Ahamad y Marth (1890), observaron que en ciertos alimentos con pH acido se
provocaba una inhibicibn en el crecimiento microbiano no deseado y también

provocaba letalidad en estos organismos. Por oftro lado, otros autores también
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demostraron que la exposicion, de grandes numeros de L. monocytogenes en

alimentos acidos podria provocar un dafio en |a bacteria pero no la muerte.

Se ha visto que ciertos acidos organicos tales como el propidnico y acido
butirico son constituyentes comunes en diversos nichos ecoldgicos, por ejemplo el
contenido intestinal de humanos que puede tener niveles de acidos grasos volatiles,
producidos como resultado de la fermentacién por |a flora natural. Sin embargo, estos
acidos organicos pueden tener también un efecto contra el crecimiento y la viabilidad
de |las bacterias. En |a actualidad, los acidos anteriores son comunmente usados para

la conservacion de alimentos (Guifoyle, D. E. y I. N. Hirshfhield., 1995).

Los acidos grasos de cadena corta (éi:ido acético y propidnico) son usados
ampliamente en la conservacion de alimentos. La produccion de estos dos acidos mas
el acido butirico en el colén por anaerobios sirven como un mecanismo para controlar
el numero de enterobacterias que pueden ser patogenas en este organo. Se ha
demostrado que la tolerancia a pH acidos (3.5) de células inicialmente crecidas a pH
cercano al neutro (pH 6.5) se incrementa por la exposicion de acido propidnico o
butirico al 0.1 %. Ellos observaron que la induccién de la arginina y la lisina
descarboxilasas son importantes para la sobrevivencia de E. coli que fue expuesta a
combinaciones de acidos ligeros (pH 5.5) y a butirato al 0.5 %. Este estudio sugirid
que la presencia de acidos arganicos de cadena corta podian disparar una respuesta
de adaptacidn que pudiera ser importante en la sobrevivencia de patogenos causantes

de brotes por el consumo de alimentas contaminados.
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Baik, S. et al., (1996), estudiaron la tolerancia al acido en S. typhimurium y
observaron que la RTA inducida era importante en la sobrevivencia, si previamente
habia una exposicion de acidos débiles (pH 3.0). También observaron que un factor
regulador (sigma) tenia un papel importante en la proteccién contra los efectos letales
de los acidos. Ademas se vio que este factor estaba involucrado en la RTA (Foster, W.

J., 1993; Lee, S. |, ef al. 1994).

Heyde, M. y R. Portalier, (1990) estudiaron la sintesis de proteinas de E. cofi
después de someter los cultivos de un pH de 6.9 a 4.3, durante 30 a 45 min. Ellos
encontraron siete proteinas cuya sintesis fue inducida después de agregar el acido. La
induccién de una de estas proteinas fue dependiente del factor sigma (RpoH),

mientras que las otras fueron independientes de este factor.

En un trabajo realizado en Shigella fiexnern en fase estacionaria, se observo que
la bacteria tenia |a capacidad de sobrevivir a un pH de 2.5. Se determind que esta
resistencia acida podia contribuir a que se presentara la enfermedad. Y que dependia

de proteinas protectoras y del factor sigma (Waterman, S. y P. L. C. Small, 1996).

Realizando un estudio con la cepa PT4 de S. enferfidis que se expuso a
diferentes pH (3.0 hasta 6.0) Humphrey, et al. (1993), encontraron que cuando las
células se transfirieron a un pH entre 2.5 a 2.9 se presentd un marcado incrementa en
la resistencia al acido. Se determiné que tal adaptacidn involucraba dos sistemas

protectores en donde uno de ellos era independiente de la sintesis de proteinas.

La RTA inducida en L. monocytogenes Scott A fue estudiada por Okereke, et al
(1996), cuando cultivaron las células a un pH de 5.4, y posteriormente se transfirieron
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a un pH de 3.3 y 4.3. Ellos encontraron que las células tratadas con el pre choque
acido de 3.3 fueron 150 a 7500 veces mas resistentes, Sin embargo, a un pH de 4.3 no
hubo diferencia con los controles. En otro experimento, se expusieron las células a
diferentes concentraciones de nisina (0.03, 0.6, 1.2 y 1.5 pg /ml), el cual es un
antimicrobiano que se usa en la industria de alimentos como conservador. Se encontrd
que las células que presentaron resistencia a pH acido fueron ligeramente mas
resistentes a la nisina que los controles. Esto indicd que la RTA conferia una limitada

protecciéon cruzada contra otro estrés, como lo fue |a exposicion a esta sustancia.

Karem, et al, (1994) disefiaron un estudio para examinar la respuesta de
Aeromonas hydrophila al estrés acido. Ellos demostraron que la bacteria exhibia una
importante RTA, ya que era capaz de proteger a la célula a pH de 3.5. Dicha tolerancia
al acido era inducida por la exposicion previa a un pH de 5.0 por 20 min. La adicion de
cloranfenicol al medio durante la primera exposicion al acido impidio el desarrollo de la
tolerancia, indicando el importante papel que desempefaban las proteinas en el

proceso.

Por otro lado se estudi6 también |a RTA en Lactococcus lactis subespecie lactis.
Aqui las bacterias se sometieron un pre-choque y posteriormente a un pH de 3.9. Se
demostré la induccién de 33 polipéptidos. Cuando se adicioné cloranfenicol al medio
durante el pre-choque, la RTA no varig, sugiriendo que |a sintesis de proteinas no era
necesaria para la sobrevivencia en condiciones acidas extremas (Harthe, A, ef al,

1996),
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O’Brien, et al, (1995) estudiaron |a respuesta de Mycobactenum smegmatis al
estrés acido. Ellos observaron que Ia exposicion previa a condiciones subletales
conferia proteccién contra exposiciones extremas de acidez. Ademas, se determind

que tal adaptacién dependia de la induccién de proteinas.
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i HIPOTESIS\

Un choque acido subletal en V. cholerae induce tolerancia al acido.
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‘ OBJETIVO GENERAL ‘

Demostrar la adquisicién de tolerancia a condiciones letales de acidez de V.

cholerae como respuesta a una exposician previa subletal de acidez.

‘ OBJETIVOS ESPECIFICOS !

1). Establecer el efecto de un choque acido subletal sobre 1a adquisicién de tolerancia

de V. cholerae a bajos pH.

2). Determinar la duracion de la tolerancia adquirida en las células de V. cholerae.
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' MATERIAL Y METODOS I

Se utilizé la cepa de Vibrio cholerae C7677 - 01 Ogawa, proporcionada por la

CEPAS UTILIZADAS

Dra, Elisa I. Elliot de 1a Divisiébn de Micrabiologia del Centro para la Seguridad de
Alimentos y Nutricion Aplicada de la Food and Drugs Administration. Washington D.C.
EUA. Esta se mantuvo en agar infusion cerebro corazon (ICC, Difco) a temperatura

ambiente, y se realizaron resiembras cada 3 meses.

ACTIVACION DE LA CEPA

Para la activacion de las cepa se utilizaron tubas con 5 ml de caldo ICC, en los
cuales se n:noculé una asada del cultivo de‘ reservay se incubd a 37 °C por20 a24h.
EFECTO DE UN PRE- CHOQUE ACIDO SOBRE EL CRECIMIENTO

Este experimento tuvo como fin conocer las condiciones de acidez que son
subletales a V. cholerae. La cepa ya activada se inocul6 (1%) en tubos con 5 ml de
caldo ICC y se incubaron a 37°C. Cuanda estas alcanzaron la parte media de la fase
logaritmica (Asw de 0.30 a 0.35, en un espectofotometro Sequiola Turner modelo 340)

se sometieron a diferentes pH acidos. Para esto se agregd HCI 2 M, durante diferentes
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intervalos de tiempo. Posteriormente se centrifugaron las células y se transfirieron a un
medio de cultivo nuevo.

Durante todo este procedimiento se midio el crecimiento de los cultivos cada h
mediante lecturas espectrofotométricas y cuenta viable en placa. Para esto se tomaron
alicuotas y sé realizaron diluciones decimales, las cuales se inocularon en cajas de
petri y posteriormente se agregd agar ICC. Una vez que solidificaron las placas fueron

incubadas a 37°C por 24 a 48 h.

ENSAYOS DE TOLERANCIA.

Se activé la cepa C 7677 de la manera ya descrita, y se incubé a 37°C. Al
alcanzar una (Asw 0.3-0.5) los cultivos se sometieron a pre-choque &cido (pH 5.5) y,
posteriormente las celulas se centrifugaron a 5000 r.p.m. por & min. Después se
transfirid el paquete celular en un medio de cultivo nuevo y se sometié a un choque
acido letal, agregande HC| 2M hasta alcanzar un pH de 4.5,

Se determiné la viabilidad a este pH a diferentes intervalos tomando alicuotas y

sembrandolas en cajas de petri como se especifico en el punta anterior.

DURACION DE LA TOLERANCIA ACIDA ADQUIRIDA

Las cepas se activaron y fueron cultivadas de la manera anteriormente descrita.
Cuando llegaron a la parte media de la fase log se sometieron al choque acido
previamente especificado. Una vez terminado éste, |os cultivos fueron centrifugados a

5000 r.p.m. por 5 min, y el paquete celufar se transfirio a medio nuevo, y se incubaron
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a 37°C. Después de 30, 60 y 90 min se sometieron a ensayos de tolerancia a un pH de
4.5 tal como estan especificados en el punto anterior.
Se determiné el tiempo requerido para que la poblacién celular disminuyera un
logaritmo (valor D). Cada experimento se realizé por duplicado con dos repeticiones.
Los resultados se sometieron a un analisis de comparacion de pendientes a fin

de determinar si existian diferencias significativas entre tratamientos y controles.
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IRESULTADOS |

Efecto de un choque acido sobre el crecimiento de V. cholerae

Se probaron diferentes condiciones de choque acido a fin de establecer aquel
pH capaz de provocar un dano subletal en la célula, de tal manera que permitiera una
recuperacion pasterior. Cuando el chogue &cido se aplico a pH de 3.0, 35y 4.0 se
afectaron las células al grado de no permitir una recuperacion posterior (Fig. 1,2 y 3),
lo que nos indicé que el choque acido aplicado resultd ser demasiado severo.

Cuando probamos el choque acido de'pH de 4 y 4.5 se pudo observar que
después del choque los cultivos no mostraron disminucién de absorbancia, sino
incluso aumentaba su turbidez (Fig 4 y 5). Sin embarge cuando realizamos la curva de
crecimiento mediante una cuenta viable en placa se observé una marcada disminucién
en la viabilidad de las células (Fig. 6).

Cuando se probd un choque acido a pH de 5.0 y 5.5 por 20 min se observé que
se producia una pequeria disminucion del crecimiento después de aplicado el choque
acido, sin embargo, tiempo después las células mostraron un aumento en su numero,
llegando alcanzar numeros semejantes a los del control (Fig. 7). Por lo anterior,
encontramos que un choque acido a pH se 5.5 por 20 min la condicién adecuada a la

cual las células fueron capaz de recuperarse.

24



Ensayos de tolerancia producido por un choque édcido.

En relacién con los ensayos de adquisicion de tolerancia acida como resultado
de un choque acido previo a pH de 5.5 por 20 min se pudo observar en las graficas de
muerte a pH de 4.5 la sobrevivencia de las células tratadas. A partir de estas curvas
de muerte, se determinaron los valores de letalidad (D 4s). Observamos que dicho
valor fue 13.2 min para las células tratadas con prechoque y de 6.1 min para las
control. Por lo se pudo observar que las células de V. cholerae que recibieron un
prechoque &cido resultaron ser 2 veces mas resistente que el control (Fig. 8).

Los valares abtenidos fueron sometidos a un analisis esiadistico de t pareada
para pequenas muestras y obtuvimos una diferencia significativa entre tratamientos y

controles.

Duracién de la tolerancia al acido.

En relacidn con los ensayos de duracion de tolerancia acida se pudo observar
que cuando las células se centrifugaron y se cambiaron a medio de cultivo nuevo pH
de 7.0 resultaron ser 6 veces mas tolerantes que el contral (Fig. 8). Sin embargo
cuando mantuvieron durante 30 y 60 min después del prechoque &acido y antes de
aplicar el choque de pH 4.5, estas presentaron una mayor sobrevivencia que los del
control. Observando células dos veces mas resistentes que el control (Fig. 10 y 11).
Sin embargo, cuando los ensayos se realizaron a los 90 min después del prechoque

acido no se detecto diferencia entre las células tratadas y el control. Tabla 1.
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Fig. 1. Curva de crecimiento de V. cholerae C 7677 cultivada en ICC

a 37°C y sometida a un choque acido de pH 3.0 durante 20 min. La flecha indica

el momento de aplicacion del choque.,
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Fig. 2. Curva de crecimiento de V. cholerae C 7677 cultivada en ICC a
37°C y sometida a choque acido a pH de 3.5 durante 20 min. La flecha indica el
momenta de aplicacion del chogue Acido.
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Fig. 3. Curva de crecimiento de V. cholerae C 7677 cultivada en ICC
a 37°C y sometida a choque acido a pH de 4.0 durante 20 min. La flecha indica el
momento de aplicacion del choque acido.
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Fig. 4. Curva de crecimiento de V. cholerae C 7677 cultivada en ICC
a 37°C y sometida a pH de 4.0 durante 20 min. La flecha indica el momento de
aplicacién del choque &acido.
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Fig. 5. Curva de crecimiento de V. cholerae C7677 cultivada en ICC
a 37°C y sometida a pH de 4.5 durante 20 min. La flecha indica e! momento de
aplicacion del choque acido.
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Fig. 6. Curva de crecimiento de V. cholerae C 7677 cultivada en ICC
a 37°C y sometida a un choque acido de pH 4.5 durante 20 min.
La flecha indica el momento de aplicacién del choque.
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Fig. 7. Curva de crecimiento de V. cholerae 7677 cultivada en medio ICC
a 37°C y sometida a un choque acido de pH 5.5 y 5.0 durante 20 min.
La flecha indica el momento de aplicacion del choque acido.
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Fig. 8. Curva de muerte de V. cholerae C 7677 a pH de 4.5 después de que fué sometida a un
prechoque acido de pH 5.5 por 20 min. El ensayo de tolerancia acida se realizo
inmediatamente después del prechoque &cido.

33



UFC/ ml

10°

®
108
[ |
7
10 -
106 —
105 ]
® Control
e B Choque
104 /|
| | | |
0 10 20 30 40 50

Tiempo (min.)

Fig. 9. Curva de muerte de V. cholerae C 7677 a pH de 4.5
después de que fueron sometidas a un choque acido de pH 5.5 por 20 min.
Los ensayos de tolerancia se realizaron inmediatamente después del prechoque.
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Fig. 10, Curva de muerte de V. cholerae C 7677 a pH de 4.5 cultivada a 37°C y sometida a
un prechoque acido de pH 5.5 por 20 min. Los ensayos de tolerancia se
realizaron 30 min después del prechoque.
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Fig. 11. Curva de muerte de V. cholerae C 7677 a pH de 4.5 cultivada a 37°
Los ensayos de tolerancia se realizaron 1 h después del prechogue
a pH de 5.5 por 20 min.
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Tabla 1. Valores de letalidad a pH 4.5 (D +s ) de células de V. cholerae C 7677
incubadas a 37°C y sometidas previamente a un choque &cido subletal de pH 5.5 por
20 min. Los ensayos de tolerancia se realizaron a diferentes tiempos después del
prechoque acido.

Das @‘un)
Tiempo de | Células Células D Stand. D. Stand Diferencia
choque control choque control choque estadistica
(P< 0.05)
0 min * 6.08 13.21 +/-1.28 +/-576 Significativa
0 min ** 513 34.41 +/- 0.205 +/-11.23 | Significativa
30 min 222 4.19 +/-0.08 +/- 0.99 Significativa
6- min 3.03 6.67 +/-1.50 +/-1.92 Significativa

* Tiempo (0). Los ensayos de tolerancia se realizaron inmediatamente después del
prechoque a pH de 5.5 por 20 min.

** Tiempo (0). Los ensayos de tolerancia se realizaron una vez que se aplicé el
prechoque acido a pH de 5.5 por 20 min y después las células fueron transferidas a un

medio de cultivo nuevo.
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' DISCUSION ‘

Algunos microorganismas entéricos como Salmonefla typhimurium, S flexnen y E. coli
prefieren crecer en ambientes de pH neutros. Sin embargo, ellos pueden enfrentarse a
cambias bruscos de pH en la naturaleza y durante la patogénesis (Bearson, S., 1996).
Se ha demostrado que la exposicidn previa a condiciones acidas estimula la sintesis
de un grupo de proteinas conservadas evolutivamente conocidas como proteinas de
choque &cido (PCHA). Estas proteinas presumiblemente actuan para prevenir o
reparar macromoléculas dafadas por este estrés (Foster, JW. 1996).  Esta
respuesta ha sido estudiada y se ha encontradp en una gran cantidad de organismos
tales como S. typhimunum (Lee, S., et al, 1993; Foster, et al, 1992), Lacfococcus factis.
(Hartke, A., et al., 1996), Listena manacytogenes (Davis, et al., 1996), E. coli (Heyde,
M. y' R. Portair. 1996) y Salmonella enteritidis PT4 (Humphrey, J. T., et al, 1983) entre
otros.

En este trabajo demostramos que la exposicidon a un choque de pH 5.5 provocod
un dafio subletal a las células de V. cholerae C 7677, ya que permitid su recuperacion
posterior. Aunque un choque de 5.0 provoco un efecto relativamente similar,
establecimos que un choque de 5.5 era mas indicado para nuestros experimentos
porgue la pablacion disminuia menos de una unidad logariimica, y para después
aplicar un HP letal de 4.5.

Por otro lado, se observd que V. cholerae fue capaz de adquirir tolerancia a un
pH acido de 4.5 cuando se sometié a un choque subletal de pH 5.5 por 20 min Estos
resuitados concuerdan con trabajos reportados en Brucella suis (Kulakov, et al., 1997),

38



S. typhimurium (Park, K. Y., et al., 1996), E. coli (O'Hara, W.G. y A. R. Glenn. 1994), y
A. hydrophila (Karem, K. et al, 1994).

Nuestros resultados indicaron que V. cholerae presenté adquisicion de acido
tolerancia. Esto es de gran importancia debido a que es una bacteria que se encuentra
en los alimentos, tales como el pescado y los mariscos, y en algunas ocasiones estos
alimentos son tratados o preparados con algunos &cidos. Esto pudiera ayudar a la
bacteria a adaptarse a esta condicién y sobrevivir a un pH mas bajo tal como el del
estomago. Por lo que debemos de tomar en cuenta esta capacidad de la bacteria y asi
tomar las medidas pertinentes para su eliminacién definitiva.

Ademas encontramos que dicha tolerancia adquirida se prolongd hasta 1 h
después de aplicado el choque subletal, lo cual resulté ser similar a lo encontrado en
L. monocytogenes (Davis, J. M., et al, 1996).

En general esta tolerancia al pH acido resulta de gran importancia, ya que
frecuentemente los 4acidos se utilizan como conservadores de alimentos. Si
consideramos que en ocasiones los alimentos son ligeramente 4cidos, esto pudiera
inducir la adquisicion de tolerancia a pH mas acidos normalmente letales, permitiendo
la sobrevivencia y posterior proliferacién del patégeno. En base a nuestros resultados

aceptamos |a hipotesis propuesta en nuestra investigacion.
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I CONCLUSIONES ‘

1.- Un choque acido a pH de 5.5 aplicado a células de V. cholerae provocoé un dafig

subletal, permitiendo su recuperacién posterior.

2.- V. cholerae C 7677 adquirié tolerancia a pH de 4.5, como consecuencia de un

choque acido previo a pH 5.5 por 20 min.

3.- La adquisiciéon de tolerancia al acido en V. cholerae como resultado del prechogue

acido previo se prolongd hasta 1 h después de aplicar el prechogue acido.
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