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RESUMEN

La enterotoxemia, causada por el Clostridium perfringens, es la enfermedad
infecciosa mas importante que afecta a las alpacas, debido a que ocasiona elevadas tasas
de mortalidad neonatal de hasta 70%. Recientes estudios han sugerido la participacion
de la Cp-PLC (C. perfringens fosfolipasa C) como factor de virulencia responsable del
cuadro enterotoxemico en alpacas y otras especies domesticas. El presente estudio
evalud las caracteristicas toxigénicas de la Cp-PLC y de sobrenadantes de diferentes
aislados de C. perfringens obtenidos de casos de enterotoxemia en alpacas
relacionandolos con sus niveles de produccion de Cp-PLC. El protocolo de purificacion
de Cp-PLC mostré ser exitoso, mostrando su comportamiento como una enterotoxina
incapaz de generar lesiones entéricas. Asimismo, los aislados de C. perfringens
analizados evidenciaron distintas caracteristicas toxigénicas independientes de la
presencia de Cp-PLC. Al parecer, la Cp-PLC no seria un factor esencial del C.
perfringens en la produccion de lesiones entéricas en casos de enterotoxemias en

alpacas.

Palabras clave: Cp-PLC, Clostridium perfringens, enterotoxigenico.
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SUMMARY

Enterotoxemia caused by Clostridium perfringens, causes a mortality neonatal rate up to
70%, this is why it is considered as the most important infections disease. Recent
studies has suggested that Cp-PLC (Clostridium perfringens phospholipase C) is a main
virulence factor responsible of the enterotoxemic lesions found in alpacas and other
domestic animals. This study evaluated the toxigenic characteristics of Cp-PLC and of
supercultures of C. perfringens isolates from enterotoxemia in alpacas associated with
their levels of Cp-PLC production. The Cp-PLC purification protocol used was
successful, showing that Cp-PLC as an enterotoxin enteric unable to cause injury.
Similarly, C. perfringens isolates analyzed showed different toxigenic characteristics
independently of the Cp-PLC production. Apparently, Cp-PLC does not be a essential
factor from C. perfringens in the production of enteric lesions in cases of enterotoxemia

in alpacas.

Key word: Cp-PLC, Clostridium perfringens, enterotoxigenic.
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I. INTRODUCCION

La enterotoxemia es la enfermedad infecciosa mas importante que afecta a las alpacas,
debido a que ocasiona elevadas tasas de mortalidad neonatal de hasta 70% en centros de
crianza alpaquera en el Perl (Ramirez et al., 1991); provocando la merma de su
poblacion e interferencia con los programas de mejoramiento genético. El agente
causante de la enfermedad es el Clostridium perfringens, siendo el tipo A el principal
involucrado (Moro, 1987; Ramirez, 1991; Pérez, 2006).

El C. perfringens es un bacilo Gram positivo, anaerobio facultativo, mdvil,
formador de esporas y causante de una gran variedad de enfermedades en humanos y
animales (Hatheway, 1990). La virulencia de este microorganismo est4 determinada por
la presencia de sus cuatro potentes toxinas mayores: la Cp-PLC (C. perfringens
PhosphoLipase C) o toxina a, la toxina g, la toxina ¢ y la toxina :, las cuales son

empleadas para la tipificacién (Petit et al., 1999; Hatheway, 1990; Songer, 1996).

El C. perfringens tipo A, el cual solo posee la toxina mayor Cp-PLC, forma parte
de la microbiota normal del intestino de animales y de los suelos, pero también se
encuentra involucrado en diversas patologias (Songer, 1996; Hatheway, 1990). Dentro
de ellas, la gangrena gaseosa ha sido la mas estudiada, en donde la Cp-PLC es el factor
de virulencia esencial e imprescindible para la patogénesis (Stevens y Bryant, 2002;
Flores-Diaz y Alape-Giron, 2003 y Titball, 2005).



La Cp-PLC es una zinc-metalofosfolipasa que hidroliza exclusivamente la
fosfatidilcolina y la esfingomielina, responsable de la actividad letal, citotdxica,
necroética y hemorragica (Titball et al., 1999). Posee un peso molecular de 43 kDa, un pl
de 5.4 y para su actividad requiere la presencia de iones de Zn**y Ca™ (Naylor et al.,
1998 y Titball et al., 1999).

La Cp-PLC viene siendo postulada como el factor de virulencia clave en la
patogénesis de muchas enteropatias causadas por C. perfringens tipo A no
enterotoxigenico no B2-toxigénico (subtipo cpe-cpb2-) como la enteritis necrotica en
pollos (Engstrom et al., 2003 y Gholamiandekhordi et al., 2005), en lechones
(Kanakaraj et al., 1998), la enteritis hemorragica en perros (Songer, 1996), la disenteria
hemorragica en corderos (Gkiourtzidis et al., 2001), la enterotoxemia en corderos
(Kalender et al., 2005), en venados (Embury-Hyatt et al., 2005) y en alpacas (Moro,
1987 y Pérez, 2006). Sin embargo, son pocos los estudios realizados que demuestren su

participacion en los cuadros entéricos.

El presente estudio evalué las caracteristicas toxigénicas como actividad
enzimatica, hemolitica, citotdxica, de agregacion plaquetaria, letal y enterotoxica de una
Cp-PLC purificada y de diferentes aislados de C. perfringens obtenidos de casos de
enterotoxemia en alpacas relacionandolos con sus diferentes niveles de produccion de
Cp-PLC.



Il. ANTECEDENTES

2.1. Clostridium perfringens

2.1.1. TAXONOMIA

La clasificaciéon taxonémica del Clostridium perfringens (C. perfringens) segln

el Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey (Garrity et al., 2001) es:

Dominio: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Clase: Clostridia
Orden: Clostridiales
Familia: Clostridiaceae
Género: Clostridium

Especie: Clostridium perfringens

2.1.2. HABITAT

El C. perfringens tipo A se encuentran ampliamente distribuidos como parte de
la flora normal del suelo y del tracto intestinal de los animales de sangre
caliente; mientras que los otros tipos (B, C, D y E) son menos comunes en el
tracto intestinal y pueden ocasionalmente ser encontrados en el ambiente, en
areas donde las enfermedades producidas por estos microorganismos son
enzooticas (Joclik y Willett, 1991; Songer, 1996).



2.1.3 MORFOLOGIA

Microscopicamente C. perfringens se presenta como un bacilo Gram positivo
grueso, recto, solitario o en pares, y rara vez en cadenas (Gillespie y Timoney,
1981). Las dimensiones de este microorganismo son de 0.8 — 1.5 um de ancho
por 4-8 um de largo (Gillespie y Timoney, 1981; Nicolet, 1986). La longitud
varia de acuerdo al estado de proliferacion bacteriana, y a la composicion ionica
y nutricional del medio. Asi, los cultivos jovenes que proliferan con rapidez
pueden tener forma casi cocoide o cubica, mientras que los cultivos viejos

evidencian células méas elongadas (Joclik y Willett, 1991).

Macroscopicamente desarrolla colonias de superficie larga, redonda, lisa,
irregular y ligeramente opaca. Otros tipos de colonias observadas, son aquellas
con centro opaco, levantado y de borde plano transparente, que son radialmente
estriadas (Cruickshan, 1965).

A diferencia de otros clostridios patogenos, C. perfringens es inmovil y
puede presentar una capsula en frotis directo de fluidos corporales y tejidos, pero
no siempre son demostrables en cultivos (Cruickshan, 1965; Cowan, 1974). C.
perfringens forma esporas, que pueden ser centrales o subterminales, de forma
ovalada, y lo suficientemente pequefias para no causar ensanchamiento del
bacilo (Merchant y Packer, 1961; Dushesnes y Mainil, 2005). Ademas, algunas
cepas de C. perfringens varian en su habilidad para esporular, necesitando
generalmente de medios especiales para hacerlo (Barach et al., 1974).

2.1.4. FISIOLOGIA

C. perfringens es un microorganismo anaerobio tolerante y puede sobrevivir, e
incluso proliferar, con tensiones de oxigeno que son inhibitorios para otros
clostridios, los cuales son anaerobios estrictos (Joclik y Willett, 1991). Los
clostridios no producen catalasa y sélo sintetizan niveles bajos de superoxido
dismutasa. Se cree que una de las causas que sean anaerobios es porque no
tienen otra manera de liberarse de H,O, y O?" que son téxicos para ellos
(Madigan et al., 2001).



Ademas, C. perfringens carece del sistema de citocromo y de un
mecanismo para la fosforilacion por transporte de electrones (ciclo del acido
tricarboxilico), obteniendo ATP so6lo por fosforilacion a nivel del substrato
(constituido basicamente por azucares) (Madigan et al., 2001). En las rutas de
fermentacion, el piruvato es convertido en acetyl-CoA por la piruvato ferredoxin
oxidoreductasa, produciendo CO, y ferredoxina reducida. Los electrones de la
ferredoxina reducida son transferidos a los protones por las hidrogenasas,
resultando en la formacion de moléculas de hidrogeno que son liberados de la
célula junto con CO,. Esta tipica produccién de gases podria contribuir a la
ventaja en el crecimiento y sobrevivencia en los tejidos del hospedador,
generando un ambiente anaerébico preferido. El piruvato, también, es
convertido a lactato por la lactato deshidrogenasa, mientras la acetyl CoA es
convertida a etanol, acetato, y butirato a través de varias reacciones enzimaticas
(Madigan et al, 2001; Shimizu et al., 2002).

C. perfringens puede proliferar en un rango de pH de 5.5 a 8.0, una
actividad acuosa minima de 0.95, y un rango de temperatura entre 20 a 50° C,
con un oOptimo de 45° C, teniendo un tiempo de germinacion tan corto como
ocho minutos (Hatheway, 1990; Joclik y Willett, 1991).

2.1.5. GENOMA

Los genomas clostridiales generalmente consisten de un cromosoma circular de
doble hebra, con un tamafio entre 3.5 a 7.0 Mb, y frecuentemente acompafadas
de bacteriofagos integrados y episomales, transposones y plasmidos de tamafios
entre 3 a 200 kb (Dushesnes y Mainil, 2005).

Shimizu et al. (2002) secuenciaron y analizaron el genoma completo de
una cepa de C. perfringens tipo A (cepa 13), encontrando un cromosoma de 3.03
Mbp con un contenido G+C (28.6%) pronunciadamente bajo y un plasmido
(pCP13) de 54.3 kb con un contenido G+C (25.5%) ligeramente mas bajo al
cromosomal. El plasmido pCP13 present6 63 posibles ORF, mientras que el
cromosoma presentd 2660 ORF que representan al 83.1% de la secuencia

cromosomal completa. Este genoma contenia secuencias para las enzimas tipicas



de fermentacion anaerdbica y para varias enzimas sacaroliticas, pero ninguna
para el ciclo de acido tricarboxilico o cadena respiratoria. Asimismo, muchos
genes codificantes de enzimas para la biosintesis de aminoacidos estuvieron
ausentes. No obstante, varios genes codificantes de proteinas importadoras ABC
(potencialmente envueltos en el transporte de aminoacido) y nuevos posibles
factores de virulencia para C. perfringens estuvieron presentes. Entre estos
nuevos posibles factores de virulencia tenemos: 5 genes que codifican
hemolisinas (ademas de la Cp-PLC y toxina 6), 4 genes cuyos productos son
similares a la enterotoxina de Bacillus cereus; 2 genes que codifican posibles
proteinas de union a la fibronectina similares a los de Listeria monocitogenes y
Bacillus subtiliis. Ademas, en el pldsmido pCP13 se encontr6 el gen cpb2
(codificante de la toxina f2) y otro gen (CpCna) asociado a virulencia, cuyo
posible producto mostrd similitud a wuna adhesina de colageno de
Sthaphylococcus aureus. EI CpCna podria estar envuelto en el adosamiento de
C. perfringens al colageno del hospedero y funcionar como un factor de

colonizacion (Shimizu et al., 2002).

Los diferentes genes codificantes de toxinas poseen localizacion muy
variable. Asi, los genes plc (Cp-PLC), pfoA (toxina #), colA (toxina x) y nagH
(toxina ) se localizan en regiones variables del cromosoma cerca al origen de
replicacion; y los genes nanH (neuraminidasa H) y nanl (neuraminidasa I) estan
localizados en regiones conservadas del cromosoma. Mientras que los genes cpb
(toxina f), cpb2 (toxina 52), etx (toxina ¢), iap y ibp (toxina ), lam (toxina ) y
ureA-C (ureasa) estan localizados en plasmidos de varios tamafios (Rood, 1998;
Petit et al., 1999; Briggemann, 2005). Curiosamente, el gen cpe puede ser
localizado en una region variable del cromosoma 6 en un plasmido de gran
tamafo (Petit et al., 1999; Brynestad et al., 1997; Miyamoto et al., 2002;
Miyamoto et al., 2004). Asimismo, los cinco tipos de C. perfringens tienen una
organizacion gendmica muy similar y la habilidad para producir toxinas resulta
de la capacidad de pérdida o adquisicion de genes especificos (Briiggemann,
2005; Sawires y Songer, 2006). Estos genes de virulencia no se encuentran
agrupados, ni forman islas de patogenicidad como en otras bacterias patdgenas
(Shimizu et al., 2002; Bruggemann, 2005).



La regulacion de la sintesis de las toxinas extracelulares estd dada
basicamente por el sistema de transduccion de sefiales de dos componentes
denominado VirR/VirS, que regula la expresion de los genes cromosomales plc,
pfoA y colA (Rood, 1998; Shimizu et al., 2002; Brlggemann, 2005), y
extracromosomales cpb2 y CpCnA (Bruggemann, 2005). Por otra parte, la
regulacion de la sintesis de CPE podria ser dependiente de factores sigma
esporulacidn-especifica (Sige y SigK) (Rood, 1998; Zhao y Melville, 1998) o
por el activador transcripcional CcpA necesario para la esporulacion eficiente
(Briggemann, 2005).

2.1.6. TIPIFICACION

Las cepas de C. perfringens son clasificadas en cinco tipos (A, B, C, Dy E) en
base a la produccién de sus cuatro toxinas letales (Cp-PLC, 8, ¢ y 1) (Nicolet,
1986; Hatheway, 1990; Songer, 1996; Petit et al. 1999), todas las cuales son
secretadas durante la fase de crecimiento exponencial (Petit et al., 1999). Asi, las
cepas tipo A producen Cp-PLC; las tipo B producen las toxinas Cp-PLC, p Y ¢;
las cepas tipo C producen las toxinas Cp-PLC y p; las cepas tipo D producen las
toxinas Cp-PLC y ¢; y las cepas tipo E producen las toxinas Cp-PLC y 1
(Nicolet, 1986; Hatheway, 1990; Songer, 1996; Petit et al. 1999).

Un sexto tipo, el tipo F, fue descrito para una cepa aislada de un brote
humano de enteritis necrética en Alemania en 1949. La cepa producia Cp-PLC y
toxina S y habria sido clasificada como tipo C, pero fue inusualmente resistente
al calor y carecia de tres antigenos menores (d, 6 y k) encontrados en la clasica
cepa tipo C. Sin embargo, estas diferencias fueron consideradas injustificadas
para establecer un nuevo tipo (Bruner y Gillespie, 1966; Hatheway, 1990).

El método de tipificacion clasica se basa en las pruebas de neutralizacién
toxina-antitoxina in vivo, empleando sobrenadantes de cultivos liquidos de C.
perfringens, tratadas y no tratadas con tripsina. La tripsina es capaz de activar a
las toxinas ¢ y 1 e inactivar a la toxina /. Estos sobrenadantes son enfrentados
con y sin antisuero de cada tipo, y después son inoculados via intradérmica en

cobayos o via intraperitoneal en ratones para evidenciar la seroneutralizacion



toxina-antitoxina (Cruickshan, 1965; Nicolet, 1986; Hatheway, 1990; Songer,
1996). La respuesta es notada después de 24 a 48 horas en cobayos

(dermonecrosis) y a las 72 horas en ratones (letalidad) (Songer, 1996).

La correcta identificacion de los tipos de C. perfringens es critica para el
desarrollo de estudios epidemiologicos y el establecimiento de efectivas
medidas de prevencién, incluyendo la vacunacion (Petit et al., 1999;
Archambault et al., 2002; Baums et al., 2004). Por ello, las técnicas
moleculares como PCR e hibridizacion de ADN han venido siendo
desarrolladas para tipificar cepas de C. perfringens por ser mucho mas
confiables y rapidas en comparacion con las clasicas pruebas de neutralizacion
in vivo en ratones y cobayos (Petit et al., 1999; Baums et al., 2004). Entre ellos,
principalmente protocolos de PCR Mudltiple han sido elaborados para
genotipificar (en base a la presencia de los genes plc, cpb, etx y iap [Cuadro
2.1]) y subtipificar (en base a la presencia de los genes cpe y cpb2 [Cuadro 2.2])
cepas de C. perfringens (Songer y Meer, 1996; Yoo et al., 1997; Kanakaraj et
al., 1998; Herholz et al., 1999; Garmory et al., 2000; Gkiourtzidis et al., 2001,
Stagnitta et al., 2002; Bueschel et al., 2003; Engstrom et al., 2003; Waters et
al., 2003; Baums et al., 2004; Gholamiandekhordi et al., 2006). No obstante,
otras técnicas moleculares como la ADN microarray (Al-Khaldi et al., 2004a;
Al-Khaldi et al., 2004b), la ribotipificacion (Schalch et al., 2003), la
electroforesis de gel en campo pulsado (Pulsed Field Gel Electroforesis; PFGE)
(Nauerby et al., 2003) y el andlisis de repeticiones en tandem en numero
variable de mdltiples locus (Multiple Locus Variable-Number Tandem Repeat
Analisis; MLVA) (Sawires y Songer, 2005) también han sido empleadas para
estos fines.

Es importante mencionar que el genotipo sélo manifiesta el potencial de
virulencia del microorganismo, puesto que el genotipo no siempre es expresado
en fenotipo (Petit et al., 1999).



Cuadro 2.1. Genatipificacion de C. perfringens en base a la presencia de los genes codificantes de las
toxinas principales (Petit et al., 1999).

Genotipo
A B C D E
Gen
plc + + + + +
cpb - + + - -
etx - + - + -
iap - - - - +

(+) Presencia del gen; (-) Ausencia del gen.

Cuadro 2.2. Subtipos de C. perfringens clasificados en base a la presencia de los genes cpe y cpb2
(Garmory et al., 2000)

. Ll cpecpb2 cpe’cpb2 cpe’cpb2’ cpe’cpb2’
cpe - + - +
cpb2 - - + +

(+) Presencia del gen; (-) Ausencia del gen.

2.1.7. TOXINAS PRINCIPALES

2.1.7.1. Cp-PLC o toxina alfa (a)

La fosfolipasa C del C. perfringens (Cp-PLC) o la toxina « fue la primera
toxina bacteriana que mostro tener actividad enzimatica. Las caracteristicas
y actividades seran descritas en mejor detalle mas adelante (ver Capitulo
2.3).

2.1.7.2. Toxina beta ()

La toxina £ induce inflamacion, necrosis de mucosa intestinal y letalidad en
ratones (Songer, 1996). Posee un peso molecular entre 28 y 40 kDa
(Hatheway, 1990; Rood y Cole, 1991; Smedley et al., 2004; Dushesnes y
Mainil, 2005) y un punto isoeléctrico (pl) de 5.6 (Hatheway, 1990). El gen
codificante (gen cpb) se encuentra localizado en un plasmido (Smedley et
al., 2004; Rood, 1998; Petit et al., 1999), el cual revela un ORF codificante

de un polipéptido de 336 aminoacidos que incluye una secuencia sefial de 27



aminoéacidos, la cual es cortada para producir una toxina activa (Smedley et
al., 2004; Rood, 1998). La toxina /8 es secretada durante la ultima fase de
crecimiento logaritmico (Smedley et al., 2004), es termolabil y sensible a las
proteasas (Songer, 1996; Rood y Cole, 1991; Smedley et al., 2004).

El mecanismo de accion de la toxina £ es aun poco conocido. Posee
una significativa homologia a nivel de aminoacidos con la toxina «, la toxina
y y la leucocidin de Staphylococcus aureus, las cuales oligomerizan y
forman poros en las membranas celulares. Esto sugiere que la toxina f
podria tener una actividad similar, resultando en la alteracion de la
permeabilidad de la membrana, y consecuente la muerte celular (Rood y
Cole, 1991; Petit et al., 1999; Smedley et al., 2004; Dushesnes y Mainil,
2005).

2.1.7.3. Toxina epsilon (&)

La toxina ¢ es una exotoxina con actividad letal, necrotizante y edematizante
(Hatheway, 1990; Songer, 1996; Rood, 1998; Petit et al., 1999; Smedley et
al., 2004). El gen codificante de la toxina ¢ (gen etx) es encontrado en un
plasmido de gran tamafio (Songer, 1996; Rood y Cole, 1991; Rood, 1998;
Petit et al.,, 1999; Smedley et al., 2004) y codifica una protoxina
relativamente inactiva constituida de 311 aminoacidos y un peso molecular
de 35.25 kDa (Hatheway, 1990). Esta protoxina es activada por la accion de
las proteasas intestinales, tales como la tripsina y la quimiotripsina, y asi
como también por las proteasas propias (toxina 4) del C. perfringens (Rood y
Cole, 1991; Rood, 1998; Smedley et al., 2004), mediante la remocion
proteolitica en los residuos 13 aminoterminal y 22 carboxiterminal (Petit et
al., 1999; Smedley et al., 2004) formando asi una toxina activa de 283
aminoéacidos (Rood, 1998).

La toxina ¢ activada interactta con receptores (probablemente proteinas
glicosiladas) en la membrana celular (Smedley et al., 2004), uniéndose
fuertemente (Petit et al., 1999; Smedley et al., 2004) y formando un largo

complejo de membrana (155 kDa) con una sola clase de proteinas de
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membrana (Petit et al., 1999). Este largo complejo es un heptdmero que
actia como un poro no selectivo, alterando la permeabilidad de la membrana
celular (Smedley et al., 2004).

2.1.7.4. Toxina iota (z)

La toxina : posee actividad dermonecrotica, causa alteracion de la
permeabilidad y es letal en ratones (Hatheway, 1990; Songer, 1996; Rood y
Cole, 1991). Esta toxina estd compuesta por dos componentes inmunoldgico
y biolégicamente distintos: un componente enzimatico (la) y un componente
de unién (Ib), siendo necesaria la presencia de ambos para la actividad
citotoxica (Hatheway, 1990; Songer, 1996; Rood, 1998; Petit et al., 1999;
Duchesnes y Mainil, 2005).

La toxina : es codificada por dos genes ubicados en un plasmido (Petit et
al., 1999), agrupados y organizados en un operon (Duchesnes y Mainil,
2005). El componente la codificado por el gen iap (Rood, 1998; Petit et al.,
1999), posee un peso molecular de 47.5 kDa (Hatheway, 1990; Rood, 1998),
un pl de 5.2 (Hatheway, 1990) y tiene actividad ADP-ribosiltransferasa-
actina especifica (Hatheway, 1990; Songer, 1996; Rood, 1998; Petit et al.,
1999; Dushesnes y Mainil, 2005). ElI componente Ib, codificado por el gen
ibp (Rood, 1998; Petit et al., 1999) posee un peso molecular de 100 kDa
(Dushesnes y Mainil, 2005), un pl de 4.2 (Hatheway, 1990) y reconoce un
receptor de superficie celular necesaria para la internalizacion de ambos
componentes por endocitosis mediada por receptor y la translocacion del
componente la dentro del citoplasma (Petit et al., 1999; Dushesnes y Mainil,
2005). Ambos componentes (la y Ib) son sintetizados durante la fase de
crecimiento exponencial y secretados como protoxinas; que son
proteoliticamente activados por remocion de un péptido N-terminal de 20
kDa en el componente Ib (80 kDa) y un residuo N-terminal de 9 a 11
aminoécidos en el componente la (Dushesnes y Mainil, 2005). EIl
componente la actta intracelularmente catalizando la ADP-ribosa, la cual
unida al sitio de actina previene la nucleacion y la polimerizacion de los

mondmeros de actina ADP-ribosiladas. El resultado es la despolimerizacion
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de los filamentos de actina y lacumulacion de actina en forma de polimeros
(Petit et al., 1999; Dushesnes y Mainil, 2005).

2.1.7.5. Enterotoxina del C. perfringens: CPE

La enterotoxina del C. perfringens (C. perfringens enterotoxin; CPE) es una
endotoxina sintetizada solo durante la fase de esporulacion, desencadena una
significativa secrecion de agua e iones en los enterocitos provocando
descamacion y acortamiento de las microvellosidades intestinales (Rood y
Cole, 1991; Rood, 1998; Petit et al., 1999; McClane, 2000; Smedley et al.,
2004), mas no posee actividad necrotizante (Niilo, 1986). La CPE es
producida por menos del 5% de la poblacion de C. perfringens (Rood, 1998;
Petit et al., 1999; Smedley et al., 2004), principalmente por cepas tipo A
(Hatheway, 1990; Rood y Cole, 1991; Rood, 1998; Petit et al., 1999;
Smedley et al., 2004), algunas cepas tipo C y D (Hatheway, 1990; Rood,
1998; Petit et al., 1999) y sblo pocas cepas tipo B y E (Hatheway, 1990;
Petit et al., 1999).

El gen que codifica la CPE (gen cpe) puede ser encontrado o0 en una
region variable del cromosoma (cepas asociadas a intoxicacion de origen
alimentario) o en un largo plasmido (cepas asociadas a gastroenteritis
humana no asociadas a intoxicacion de origen alimentario y enteritis en
animales) (Songer, 1996; Rood, 1998; Petit et al., 1999; Miyamoto et al.,
2002; Smedley et al., 2004). EI gen cpe localizado cromosomalmente, es un
transposon de 6.3 kb que comprende dos copias flanqueantes de secuencias
de insercion 1S1470 y una copia de 1S1469 (Brynestad et al., 1997; Rood,
1998; Petit et al., 1999; Miyamoto et al., 2002); mientras que el localizado
extracromosomalmente es encontrado en un gran plasmido de 100 a 120 kb,
flanqueado por la secuencia de insercion 151469 y, en algunas cepas, por
otra secuencia de insercion, 1S1151 (Rood, 1998; Petit et al., 1999;
Miyamoto et al., 2002). El gen cpe plasmidico ha demostrado ser transferido

por mecanismos conjugativos (Brynestad et al., 2001; Smedley et al., 2004).
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La CPE consiste de un péptido de 309 aminoacidos con un peso
molecular de 35 kDa (Hatheway, 1990; Rood y Cole, 1991; Rood, 1998;
Smedley et al., 2004), un pl de 4.3 (Hatheway, 1990) y una solubilidad de
3.44 mg/ml (Rood y Cole, 1991). La CPE posee un dominio N-terminal con
actividad citotoxica y un dominio C-terminal con actividad de receptor
(Rood y Cole, 1991; Songer, 1996; Takahashi et al., 2005). La tripsina y la
quimiotripsina provocan la remocién proteolitica de 10 a 44 aminoacidos N-
terminales, incrementando, en dos a tres veces, la actividad citotoxica
(Hatheway, 1990; Songer, 1996; Rood, 1998).

La biosintesis de CPE ocurre después de la activacion del gen cpe por
factores transcripcionales (SigE y SigK), los cuales también controlan los
genes de esporulacion (Rood y Cole, 1991; Zhao y Melville, 1998),
acumulandose la CPE en grandes cantidades y formando cuerpos de
inclusion en el compartimiento de la célula madre de la espora de C.
perfringens, y siendo liberado al lumen intestinal s6lo cuando la célula

madre se lisa y libera su espora (Rood y Cole, 1991; Smedley et al., 2004).

La CPE se une a un receptor proteinaceo (posiblemente un claudin-4)
presente en la membrana citoplasmatica del borde en ribete del enterocito
(McClane, 2000; Smedley et al., 2004). Después de la unién de la CPE con
su receptor forman el “complejo pequefio” de 90 kDa, que se inserta en la
membrana celular (Rood y Cole, 1991; Smedley et al., 2004). Este complejo
per se no es suficiente para inducir citotoxicidad. Inmediatamente el
“complejo pequefio” se une a otra proteina de membrana (70 kDa) para
formar el “gran complejo”, complejo hidrofébico de 160 kDa. El “gran
complejo” aparentemente tiene propiedades tipo poro permitiendo el libre
pasaje de pequefias moléculas a través de la membrana, y conduciendo a la
alteracion de su permeabilidad. Finalmente, causa un colapso
coloidosmadtico y la muerte celular (Rood y Cole, 1991; Songer, 1996; Petit
et al., 1999; McClane, 2002; Smedley et al., 2004).
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2.1.7.6. Toxina beta dos (42)

La toxina 2 ha sido recientemente descrita (Gibert et al., 1997) y su gen
cpb2 ha sido asociado a la presentacion de enfermedades entéricas en
animales (Herholz et al., 1999; Garmory et al., 2000; Gkiourtzidis et al.,
2001; Bueschel et al., 2003; Waters et al., 2003; Engstrom et al., 2003;
Dray, 2004; Smedley et al., 2004; Embury-Hyatt et al., 2005; Jost et al.,
2005; Boujon et al., 2005).

El gen cpb2 es localizado en un plasmido de 59 a 100 kb (Gibert et al.,
1997; Rood, 1998; Petit et al., 1999; Smedley et al., 2004; Schotte et al.,
2004) y su expresion es positivamente regulada por el sistema regulatorio
transcripcional VIirR/VirS (Schotte et al., 2004), alcanzando su maximo
nivel durante la fase logaritmica tardia (Smedley et al., 2004). La presencia
de este gen ha sido reportado en varios tipos de C. perfringens (Smedley et
al., 2004; Schotte et al., 2004; Jost et al., 2005), mas su expresion no ha sido
demostrado en todas (Schotte et al., 2004; Jost et al., 2005).

El gen cpb2 codifica un péptido de 31 kDa, el cual es procesado
transcripcional a una toxina biolégicamente activa de 28 kDa y un pl de 5.01
(Smedley et al., 2004; Schotte et al., 2004). La toxina 2 posee actividad
letal para ratones (dosis de 3 pug) (Smedley et al., 2004; Schotte et al., 2004),
actividad citotoxica para algunas lineas celulares (Gibert et al., 1997;
Smedley et al., 2004) y también provoca necrosis hemorrdgica en mucosa
intestinal en las pruebas de intestino ligado (Petit et al., 1999; Schotte et al.,
2004; Campos et al., 2004). Esta toxina es altamente susceptible a la accion
proteolitica, asi tratamientos con tripsina escinden a la toxina en dos
péptidos (13 y 15 kDa), resultando en una completa perdida de la
citotoxicidad (Smedley et al., 2004; Schotte et al., 2004). La actividad
especifica de la toxina 2 aun no estd totalmente clara, pero posiblemente
sea la formacién de un poro u otro mecanismo que conduzca a una
disrupcion de la membrana celular (Petit et al., 1999; Smedley et al., 2004;
Schotte et al., 2004).
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A pesar de su denominacion, la toxina £2 no tiene significativa
homologia con la toxina g (15% de similitud de amino&cidos) (Gibert et al.,
1997; Petit et al., 1999; Smedley et al., 2004; Schotte et al., 2004) s6lo
existiendo una baja reaccién inmunolégica cruzada entre estas (Petit et al.,
1999; Schotte et al., 2004).

2.2. FOSFOLIPASAS BACTERIANAS

Las fosfolipasas son un grupo heterogéneo de proteinas producidas por muchas
bacterias y células eucariotas. Su papel en las células eucariotas ha sido
tradicionalmente el control de los niveles de fosfolipidos en las membranas
celulares, regulando la estructura de las barreras con el medio extracelular y entre
los compartimentos intracelulares. Recientemente, se ha visto que las fosfolipasas
juegan ademas un importante papel en las vias de transduccién de sefales
relacionadas con el metabolismo, la diferenciacion y la muerte celular a través de la
liberacion de los segundos mensajeros lipidicos, productos de su accion degradativa

sobre los fosfolipidos de la membrana (Pelech y Vance, 1989; Exton, 1990).

En procariotas la funcién de las fosfolipasas como reguladores de la estructura
de membranas no ha sido aln determinada y su papel como factores de virulencia en
las especies patdgenas a pesar de haber sido ampliamente estudiado a partir del
descubrimiento de la Cp-PLC por MacFarlane y Knight en 1941 (primera toxina
bacteriana con actividad enzimatica) no han sido realizados aun un gran nimero de
experimentos con fosfolipasas purificadas a partir de patégenos humanos y
animales. Actualmente, con el desarrollo de las técnicas en ingenieria genética que
se han podido construir mutantes knock out en los genes codificantes de las
fosfolipasas bacterianas, y asi poder asignarles una funcion especifica en la
patogénesis de la infeccion tanto in vitro como durante la infeccidn del huésped in
vivo. Las evidencias experimentales que se estan obteniendo muestran que las
fosfolipasas bacterianas, ademas de una funcion mecénica en la desorganizacion de
la arquitectura de las membranas eucariotas, parecen jugar un papel fundamental en
la interferencia de las vias de transduccion de sefiales de las células huésped,
alterando la maquinaria celular para favorecer el establecimiento de la infeccion
bacteriana (Schmiel y Miller, 1999; Songer, 1997; Titball, 1993).
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2.2.1. CLASIFICACION DE LA FOSFOLIPASAS BACTERIANAS

La estructura general de los fosfolipidos consta de un grupo polar unido a una
cadena hidrocarbonada apolar por medio de un grupo fosfato y un esqueleto de
glicerol. La naturaleza del grupo polar se utiliza para clasificar a los distintos
fosfolipidos. De esta forma, la serina estd presente en la fosfatidilserina, la
colina en la fosfatidilcolina y en la esfingomielina, o el inositol en el
fosfatidilinositol. La cola hidrocarbonada en los fosfolipidos presenta
generalmente de 16-18 atomos de carbono y puede estar insaturada. Las
fosfolipasas hidrolizan los fosfolipidos, y el lugar donde actian se emplea para
clasificar a las fosfolipasas en Al, A2, C o D (Figura 2.1) (Murray et al., 2001)

PLA;

il

R1—c|:— 0C|:H2 PLD
R?’—C — OCH 0o

A T 3

(@) CH,O—P—0—R
PLA, T o
PLC

Figura 2.1. Centros de corte de las fosfolipasas Al (PLA1L), A2 (PLA2), C (PLC) y D (PLD)
(tomado de Gonzales, 2001).

Ademas, las fosfolipasas pueden agruparse en funcién del sustrato por el
que tienen preferencia, lo cual ha servido para determinar grupos que tienen una
afinidad de sustrato muy especifica, como pueden ser las fosfatidilinositol
fosfolipasas o las esfingomielinasas. Sin embargo, la mayoria de las
fosfolipasas bacterianas no tienen afinidad por un solo sustrato, sino que han
evolucionado para hidrolizar en mayor o menor medida distintos fosfolipidos en
funcién, probablemente, de las particularidades bioldgicas del microorganismo
que las sintetiza. Por tanto, la clasificacion de las fosfolipasas en virtud de sus
propiedades exclusivamente enzimaticas ha resultado ser extraordinariamente

compleja e ineficaz, por lo que en estos ultimos afios se estd tendiendo a
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agruparlas en funcion de sus homologias estructurales (Titball, 1999, Murray et
al., 2001).

22.2. PAPEL EN LA VIRULENCIA DE LAS FOSFOLIPASAS C
BACTERIANAS

Debido al importante papel que se le estd asignando a las fosfolipasas
procariotas en la patogenia de las infecciones bacterianas, en estos ultimos afios
se estan clonando y secuenciando multitud de genes de fosfolipasas de bacterias
patdgenas. Entre ellas a las fosfolipasas C (Cuadro 2.3 y 2.4), mediante una
aproximacion genética, se les ha podido asignar una funcion clara en la
patogénesis de los respectivos procesos infecciosos, y son aquellas en las que

vamos a profundizar a continuacién.

2.2.2.1. PLC de Pseudomona aeruginosa
Pseudomona aeruginosa es un patégeno oportunista de humanos y
animales. Puede producir infecciones letales cuando infecta heridas o
guemaduras, cuando prolifera en individuos inmunocomprometidos o
cuando se establece en el sistema pulmonar de pacientes con fibrosis
quistica. Posee dos genes que codifican las fosfolipasas C: el gen plcS
codifica PIcH, una fosfolipasa hemolitica sobre eritrocitos humanos y
ovinos con actividad sobre la fosfatidilcolina y la esfigomielina, y el gen
plcN, cuyo producto, PIcN, es activo sobre la fosfatidilcolina y la
fosfatidilserina y no presenta actividad hemolitica. Hasta el momento so6lo
se ha implicado a PIcH en virulencia, ya que en experimentos realizados en
el modelo murino, la DL50 del mutante AplcS fue 2.4 veces mayor que la
de la cepa silvestre correspondiente, lo que hace pensar que podria jugar un
importante papel en la colonizacién tisular durante la infeccion (Saiman et
al., 1992; Ostroff et al., 1989; 1990).
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Cuadro 2.3. Fosfolipasas C bacterianas (Titball, 1993)

Nombre de Peso Molecular Especificidad de = Requerimiento
Bacteria Hemolisis
PLC (Da) substrato* s deiones
PC-PLC 28520 PC, PE, PS Zn2+, Ca2+, -
Bacillus cereus SMase 34233 SPM Mg2+ +
PI-PLC 34 466 PI, LPI Ninguno -
Bacillus thurigiensis PI-PLC 34515 PI, LPI NR NR
Clostridium bifermentans PLC 42 746 NR NR +
PC, SPM, LPC, PE, Zn2+, Ca2+,
y-toxin 30000 +
PI, PG Mg2+
Clostridium novyi
PI-PLC 30000 PI
Clostridium perfringens Cp-PLC 42 500 PC, SPM, PS, LPC Zn2+, Ca2+, +
PLC-A 34000 PI Ninguno -
Listeria monocytogenes
PLC-B 39000 PC, PE, PS, SPM In2+ +
B-toxin 34 546 SPM, LPC Mg2+ +
Staphylococcus aureus
PI-PLC 20 000- 30000 PI, LPI Ninguno
PLC-H 78 352 SPM, LPC, PC NR +
Pseudomona aeruginosa
PLC-N 73 455 PC, PS NR -
Pseudomona cepacia PLC 72000 PC, SPM NR +
Streptomyces hachijoensis PLC 18 000 PC Mg2+ NR
PLC NR PC, SPM, PE, PS Mg2+ -
Acinetobacter calcoacetius
PLC NR PC, SPM, PE, PS Mg2+ +
Ureaplasma urealyticum PLC NR pNPPC NR NR
Leptospira interrogans SMase NR SPM, PC Mg2+ +
Leptospira pneumophila PLC 50 000-54 000 PC NR -

(*) PC, fosfatidilcolina; PE, fosfatidiletanolamina; PS, fosfatidilserina; SPM, esfingomielina; PI, fosfatidilinositol; LPI,
lisofosfatilinositol; LPG, lisofosfatidilglicerol, PG, fosafatidilglicerol.
(+) presencia de actividad hemolitica; (-) ausencia de actividad hemolitica; NR, no reportado.

18



Cuadro 2.4. Propiedades de las Zinc-metalofosfolipasas (Tiball, 1993)

Actividad Actividad
Domino C- Actividad chivica Letalidad
Bacteria Enzima fosfolipasa C hemolitica
terminal esfingomielinasa (ug/raton)
(u.y.h./mg)! (u.h./mg/30 min)2
C. perfringens CP-PLC Si 252 Si 520000 0.03-0.1
C. bifermentans PLC Si 5 NR 12 000 1-5
L. monocytogenes PLC-B No Si Si 0 >25
B. cereus PC-PLC No Si No 0 >30

(1) u.y.h., unidades hidrolizantes de fosfolipidos de yema de huevo

(2)uh,

NR, no

2.2.2

unidades hemoliticas
realizado.

.2. Toxina g de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es el agente causal de multitud de infecciones
nosocomiales en humanos, y de mastitis en rumiantes. Produce una potente
esfingomielinasa o toxina B, que esta implicada en las propiedades
hemoliticas de la bacteria en agar sangre. Hay una gran cantidad de
informacidn disponible acerca de los efectos de la toxina B purificada in
vitro e in vivo, que le confieren propiedades citotoxicas frente a monocitos
y células epiteliales humanas asi como capacidad inflamatoria en el modelo
de queratitis cunicola (Walev et al., 1996; O’Callaghan et al., 1997). Estos
resultados son dificilmente interpretables, debido a que la utilizacion de
proteinas purificadas no reproduce el modo natural de la exposicion a la
toxina ni permite descartar la presencia de contaminantes en el purificado.
Por tanto, en la actualidad no existen pruebas concluyentes acerca de si la
toxina 3 esta o no implicada en la patogénesis de la infeccidn por S. aureus.
Sin embargo, la evidencia de que la mayoria de las cepas de S. aureus
aisladas de pacientes son toxina  positivos, hace pensar que realmente esta
toxina juega algun papel en la virulencia (Hummel et al., 1976). Las Unicas
aproximaciones genéticas que se han realizado para determinar su papel in
vivo se han basado en la utilizacion de cepas toxina B negativas, como
resultado de la insercion del fago ¢13 en su gen codificante, hib. Esta cepa
es menos virulenta en el modelo de glandula mamaria murina, aunque,
sorprendentemente, parece estimular el flujo de neutrofilos al lugar de
infeccion en mayor medida que la cepa toxina B positiva (Bramley et al.,
1989). Sin embargo, no se puede descartar en estos experimentos que
exista un efecto pleiotrépico del fago @13 sobre la expresion de otros
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factores de S. aureus, con lo que habrd que esperar a la realizacion de
ensayos de virulencia con mutantes hlb- genéticamente definidos para

establecer si la B-toxina est4 implicada en la virulencia de S. aureus.

2.2.2.3. PIcAy PIcB de Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes posee dos fosfolipasas C cuyos genes, plcA y plcB,
estan ubicados en el cluster hly de virulencia. Mutantes por transposicion
en plcA dieron lugar a un incremento en la DL50 respecto a la cepa
parental de L. monocytogenes de 1000 veces (Camilli et al., 1991). Sin
embargo, posteriormente se observd que ese incremento se debia
principalmente al efecto polar que el transposon ejercia sobre la
transcripcion de prfA, que se encuentra dowstream de plcA y con el que se
co-transcribe mayoritariamente en forma de bicistron. Mutantes de
delecion en plcA mostraron un aumento en la DL50 de s6lo 2 veces,
minimizando la funcién de PICA en la virulencia de Listeria respecto a lo

gue se habia vaticinado inicialmente.

La actividad de PlcB es importante para la virulencia de Listeria in vivo,
ya que mutantes AplcB poseen una DL50 20 veces mayor que L.
monocytogenes silvestre. Mutantes dobles AplcAB presentan una pérdida
de virulencia de 500 veces, lo que indica que ambas fosfolipasas acttan de
forma sinérgica en la patogénesis de Listeria (Marquis et al., 1995).
Ademas del papel mecanico de PIcA y PlcB como factores
membranoactivos en el escape de la bacteria al citoplasma de la célula
infectada, en el que actlan como adyuvantes de Hly, estas fosfolipasas
constituyen el modelo actual mas extendido para el estudio de la
interferencia bacteriana en las vias de transduccion de sefiales de las células

eucariotas.
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2.3. FOSFOLIPASA C DE Clostridium perfringens (Cp-PLC)

2.3.1. ESTRUCTURA Y DISRUPCION DE MEMBRANA

La Cp-PLC es una Zn?*-metaloenzima (EC 3.1.4.3) compuesta de 370
aminoacidos cuya estructura tridimensional muestra dos dominios unidos por
una corta regién unidora flexible (Naylor et al., 1998). El dominio N-terminal
(residuos 1-246) consiste de nueve a-helices cuidadosamente empacadas,
conteniendo el sitio activo (Naylor et al., 1998). ElI dominio C-terminal
(residuos 256-370) consiste de un motivo de 8 cadenas antiparalelas B-sandwich
necesarios para la interaccién dependiente de Ca®* con el substrato (Guillouard
et al., 1997; Naylor et al., 1998). La Cp-PLC se une a las bicapas artificiales
que contienen colesterol y esfingomielina 6 fosfatidilcolina, degrada los
fosfolipidos, y causa disrupcion de la membrana (Nagahama et al., 1996)
(Figura 2.2).

(Vlaimenance of stmcture)

sp-130
Glu-152 ﬁ His-126
@- ;‘ f. His-136

His-68

Trp-1

N-domain C-domain
(1-250 residues) (251-370-residues)

atdiytlc bltt

His- 148 :Aﬁp 56
Me* : Divalent metal cation

Figura 2.2.Representacion esquematica del sitio activo de la Cp-PLC (tomado de Sakurai et al.,
2004)
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En su forma activa, la Cp-PLC contiene tres iones Zn** en el sitio hendido
(Naylor et al., 1998). Estos iones son coordinados por los residuos Tyr-1, Glu-
152, Asp-56, Asp-130, e His en las posiciones 11, 68, 126, 136, y 148,
respectivamente (Naylor et al., 1998). Mutagenesis dirigidas a estos residuos
resulta en variantes ausentes de actividad enzimatica y toxica, demostrando que
la capacidad catalitica es requerida para la toxicidad (Guillouard et al., 1996;
Nagahama et al., 1995; 1997, 2000).

El dominio C-terminal posee tres iones Ca’* y tiene analogia a los
dominios C2 presentes en las proteinas eucarioticas envueltas en el transporte
vesicular y la transduccion de sefiales, tal como la sinaptotagmina y la
proteinquinasa C (Guillouard et al.,1997; Naylor et al., 1998). Una variante
truncada de Cp-PLC ausente del dominio C-terminal, que retiene la actividad
lecitinasa pero ausenta la actividad esfingomielinasa, no disrumpe las
membranas artificiales (Nagahama et al., 1998) y no posee actividad hemolitica
ni citotoxica (Titball et al., 1991; Nagahama et al., 1994; Florez-Diaz et al.,
1998). Estos hallazgos demuestran que el dominio C-terminal y la actividad
esfingomielinasa son requeridos para causar disrupcion de membrana,

hemolisis y citototoxicidad.

Por otra parte, los iones de Ca®* son esenciales para la interaccion de Cp-
PLC con las bicapas fosfolipidicas (Guillouard et al., 1997). Los sitios de union
a Ca®* llamados Cal, Ca2 y Ca3 son localizados en la superficie de interaccion
de la membrana con la proteina, y envuelven a los residuos 265-275, 292-303 y
330-339 (Nagahama et al., 2000). Ha sido propuesto que las uniones de Cp-
PLC al target de la membrana es el resultado de la interaccion entre los iones
Ca’* unidos al dominio C-terminal y los grupos de cabezas polares de los
fosfolipidos (Guillouard et al., 1997; Naylor et al., 1998; 1999). La mutagénesis
del sitio directo de los residuos individuales de unién a Ca®* resultan en
variantes que muestran una decrecida actividad enzimatica y una reducida
toxicidad (Alape-Giron, 2000; Walker et al., 2000). Los residuos Tyr-331 y
Phe-334, localizados en la superficie de unién a Ca®*, han sido propuestos a
participar en la interaccion con la membrana (Naylor et al., 1998). Estos

residuos podrian llegar a ser escondidos en el target de la membrana después de
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la unién mediada por Ca** de la toxina (Naylor et al., 1998; Nagahama et al.,
2002). Mutagenesis de sitio directo de estos residuos resulta en variantes con
baja actividad enzimatica y toxica, lo cual soporta su funcién en la union a la

membrana celular (Jepson et al., 2001).

Estudios cristalograficos han revelado que la Cp-PLC existe en dos
conformaciones: una forma cerrada inactiva y una forma abierta activa. En la
forma cerrada hay solo dos iones de Zn?* en el sitio activo y la hendidura del
sitio activo es enterrado por los loop que abarcan los residuos 132-149 y por lo
tanto, inaccesible al substrato (Eaton et al., 2002). En la forma abierta el sitio
activo es accesible y tiene tres iones de Zn®*. Ademas, en la forma cerrada, el
loop que abarcan los residuos 55-93 hace contacto con el dominio C-terminal a
través de los residuos Phe-78, Leu-86 y Tyr-88; mientras en la forma abierta los
dominios interactian principalmente por medio de contactos hidrofébicos, la
interaccion ionica ocurre entre el residuo Tyr-62 y los residuos Asn-294 y Thr-
306 y entre los residuos Asp-92 y Thr-308 a través de una molécula de agua
(Naylor et al., 1998). Esto sugiere que la union del dominio C-terminal de Cp-
PLC y el target de la membrana induce un cambio conformacional en el
dominio N-terminal, el cual descubre el sitio activo, asi permitiendo la

hidrolisis de los sustratos fosfolipidicos (Eaton et al., 2002).

Aungue considerables progresos han sido alcanzados en los recientes afios,
el conocimiento de la estructura de Cp-PLC y su actividad de disrupcion de
membranas artificiales, y el entendimiento de las interacciones moleculares
envueltas en la unidn, insercion y disrupcion de membranas celulares (Figura

2.3) aun es incompleto.

2.3.2. REGULACION DE LA EXPRESION DEL GEN plc

El gen plc es transcrito constitutivamente a un nivel basal (Ba-Thein et al.,
1996). Sin embargo, su transcripcion esta incrementada durante la fase de
exponencial de crecimiento por la activacion de un sistema de transduccion de 2-
componentes, constituido por el sensor transmembrana histidin-quinasa, VirS; y

la proteina unidora a ADN, VirR (Ba-Thein et al., 1996). EI mecanismo por el
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cual el sistema VirR/VirS controla la produccion de Cp-PLC envuelve a la
molécula regulatoria RNA VR-RNA codificada por el gen hyp 7 (Shimizu et al.
2002b). Sin embargo, el preciso modo de accion de este regulador de RNA no ha
sido elucidado.

N-domain: Active domain

(1-250 residues) \\\_‘

Active site cleft———"""

C-domain: Binding domain
(251-370 residues)
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Dhqlslycuol

Membrane W h h!lll ||l! Dismptiﬂn

Figura 2.3. Accion de la Cp-PLC en membranas artificiales y biolégicas (tomado de Sakurai et
al., 2004)

El sistema VirR/VirS es conocido por regular la produccion de varias
toxinas y enzimas en una forma global, pero el factor(es) que estimula(n) la
cascada regulatoria VirS/VirR ain permanece(n) desconocido(s) (Rood, 1998).
Una pequefia molécula de sefializacion intracelular producida por C. perfringens
ha sido postulada como sensor quérum que controlaria la expresion del regulon
VirS/VirR (Rood, 1998). Asi, una vez alcanzada determinada densidad de
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concentracion de C. perfringens en el tejido del huésped, los niveles de esta
molécula sefial podrian llegar a ser suficientes para unirse a VirS, asi activando
la cascada regulatoria (Rood, 1998). La activacion de esta cascada podria
conducir a una incrementada produccién de toxinas y enzimas hidroliticas que
permitan a la bacteria ganar una eficientemente fuente nutricional a través de la

degradacion del tejido del huésped.

La expresion del gen plc en C. perfringens muestra una dependencia de la
temperatura, observandose altos niveles de produccion de Cp-PLC a bajas
temperaturas (Matsushita et al., 1996). Este efecto es dependiente de una region
de flexion inherente al ADN constituida por tres tramos d(A)s¢ localizados up
stream del box-35 del promotor plc (Matsushita et al., 1996; Katayama et al.,
1999). La curvatura del ADN inducida por las colas poly (A) incrementa la
formacion del complejo RNA polimerasa-promotor plc, el cual favorece la
transcripcion del gen (Katayama et al.,, 1999). Ha sido sugerido que la
incrementada expresion del gen plc a bajas temperaturas podria ser ventajosa
para la bacteria seguida a la muerte del hospedero, debido a que una alta
produccion de Cp-PLC permitiria un eficiente uso de los fosfolipidos como

fuente de carbono y energia durante su vida saprofitica (Katayama et al., 1999).

2.3.3. ACTIVIDAD BIOLOGICA

La Cp-PLC es una fosfohidrolasa con una marcada preferencia por la
fosfatidicolina y la esfingomielina, dos principales componentes de la capa
externa de las membranas celulares (Krug y Kent, 1984; Nagahama et al., 1996).
In vivo, Cp-PLC tiene varias actividades: incrementa la contractibilidad
cardiaca, incrementa la permeabilidad capilar, induce la agregacion plaquetaria,
hemolisis, myonecrosis, y es letal (Titball et al., 1999). Estas actividades de Cp-
PLC son dependientes en su capacidad para hidrolizar membranas fosfolipidicas
(Titball et al., 1999). A bajas concentraciones, Cp-PLC causa una limitada
hidrélisis de la fosfatidilcolina y la esfingomielina, generando segundos
mensajeros: el diacylglicerol (DAG) y la ceramida. Estos gatillan varias sefiales
de transduccién y conducen a la produccion descontrolada de mediadores

intercelulares (Titball et al., 1999) (Figura 2.4). A altas concentraciones, Cp-
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PLC causa masiva degradacion fosfolipidica, disrupcion de membrana y citolisis
(Titball et al., 1999). Sin embargo, la sensibilidad de diferentes células al dafio
de membrana por Cp-PLC varia marcadamente dependiendo de la regulacion de
la sintesis de fosfatidilcolina asi como la proporcién de fosfolipidos y
gangliosidos en la membrana plasmatica (Flores-Diaz et al., 2003). La capacidad
celular de la sintesis de fosfatidilcolina y la disponibilidad de precursores
determina si la célula podra reemplazar los fosfolipidos degradados (Flores-Diaz
et al., 2003). El contenido de gangliosidos en la membrana plasmatica podria
afectar la extension de la degradacion fosfolipidica y la capacidad de Cp-PLC de

unirse y adquirir su conformacion activa (Flores-Diaz et al., 2003).

2.3.4. EFECTOS LOCALES

2.3.4.1. Actividad miotoxica

La inyeccion intradermal de Cp-PLC en cobayos causa dafio en la
membrana de las fibras musculares subcutanea circundantes (Strunk et al.,
1967). El analisis ultraestructural revela conspicuas interrupciones en la
integridad de la membrana plasmatica celular del musculo (Strunk et al.,
1967). La toxicidad de Cp-PLC en células musculares es ampliamente
dependiente del dafio en la membrana, evidenciada por el inmediato
incremento en niveles plasmaticos de creatin quinasa (CK) después de su
inyeccion intramuscular (Alape-Giron et al., 2000). La alta susceptibilidad
de las células musculares al directo efecto de Cp-PLC podria ser
relacionada a su bajo contenido de glicoesfingolipidos (Flores-Diaz, 2001).
Ha sido mostrado que la reduccion de estos glicoesfingolipidos en la
membrana celular de cultivos celulares incrementa la suceptibilidad a la
disrupcion de membrana inducida por esta toxina (Flores-Diaz, 2001).
Ademas, la susceptibilidad de las células musculares bajo condiciones de
isquemia podrian incrementarse aun méas debido a que la sintesis de
gangliosidos decrece en las células expuestas a bajas tensiones de oxigeno
(Zhao et al., 2003).
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Figura 2.4.: Efectos de la Cp-PLC en células eucariotas (tomado de Titball et al, 1999)




Los efectos miotdxicos de Cp-PLC dependen de su actividad
catalitica. Asi la inyeccion intramuscular de la variante Cp-PLC
enziméaticamente inactiva (D56N) solo causé un ligero incremento en los
niveles de actividad CK plasmatica y fue incapaz de inducir lesiones de
mionecrosis evaluados macroscopica e histologicamente (Alape-Giron et
al., 2000). Ademas, el dominio C-terminal es también necesario para
conferirle una total actividad miotdxica. La inyeccion intramuscular de una
variante de Cp-PLC truncada conteniendo s6lo los 249 residuos N-
terminales conducen a niveles de actividad CK 50 veces mas bajos que la
inducida por la holotoxina (Alape-Giron et al.,, 2000). Desde que la
variante Cp-PLC truncada retiene la actividad lecitinasa, demuestra que
esta actividad per se no es suficiente para conferir una total miotoxicidad.
Tres ligandos de Ca** (residuos Asp-269, Asp-293 y Asp-336) y tres
residuos hidrofobicos expuestos en la superficie (Tyr-275, Phe-334 y Tyr-
331) han mostrado ser importantes para la miotoxicidad. Variantes de Cp-
PLC en las cuales dichos residuos fueron substituidos mostraron marcada
reduccion de la actividad miotdxica en comparacion con la toxina nativa
(Alape-Girdn et al., 2000; Jepson et al., 2001; Walker et al., 2000).

Durante infecciones de C. perfringens, la Cp-PLC también
desencadena diversas sefiales de transduccidon en varios tipos celulares,
conduciendo a la produccion incontrolada de mediadores intercelulares que
promueven posteriormente la isquemia (Stevens, 2000). Se considera que
la miotoxicidad de Cp-PLC es ampliamente debida a las alteraciones que
ocasiona en el flujo sanguineo regional (Stevens, 2000). Sin embargo, ha
sido mostrado que tempranas lesiones ultraestructurales en la membrana
plasmatica de las células musculares después de la isquemia requieren de 2
horas para ocurrir (Kallpati et al., 1974). Desde que las lesiones causadas
por Cp-PLC ocurren mas rapidamente, esto es probable que las células
musculares son irreversiblemente dafiadas por el tiempo de reducido flujo
sanguineo. No obstante, el déficit de perfusion causado por Cp-PLC en el
tejido infectado podria posteriormente sensibilizar a las células musculares
en el tejido isquémico al efecto del dafio directo a la membrana por la
toxina. Ha sido demostrado que la exposicion de cultivos celulares a
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condiciones tipo isquémicas tales como inanicion de glucosa o inhibidores
de la cadena respiratoria mitocondrial, incrementan su sensibilidad a la
disrupcion de membrana por la Cp-PLC (Kristensen, 1994; Thelestam et
al., 1998)

2.3.4.2. Efectos en células endoteliales, plaquetas y leucocitos

La marcada leucostasis y la ausencia de infiltrado inflamatorio en el tejido
infectado por C. perfringens son en mayor parte debidos a los efectos de la
Cp-PLC en las células endoteliales, plaquetas y leucocitos (Stevens, 2000).
Esta toxina induce la produccién de mediadores intercelulares por las
células endoteliales y la sobreregulacion de las moléculas de adhesion en
células endoteliales y leucocitos, asi alterando el proceso de adherencia
leucocitaria y extravasacion (Stevens, 2000). Ademas, Cp-PLC también
induce la formacion de agregados entre plaquetas y neutrofilos, los cuales
causan oclusion vascular (Bryant et al., 2000a,b). La alterada respuesta del
hospedero a la infeccion, y la reduccidn de la tensidn de oxigeno asociada a
los eventos trombdticos, inhiben la depuracion de la bacteria e incrementan
las condiciones para el crecimiento anaerébico, promoviendo una rapida

diseminacion de la infeccion en tejidos del hospedero (Stevens, 2000).

Las células endoteliales expuestas a altas concentraciones de Cp-PLC
sufren cambios morfolégicos similares a los inducidos después de
prolongada exposicién a TNF-a. 6 IFN-y (Bryant y Stevens, 1996). Estos
cambios podrian contribuir al incremento de la permeabilidad vascular y al
edema inducido por Cp-PLC (Sugahara et al., 1977). En adicion, Cp-PLC
también induce la sobreregulacion de la molécula de adhesion leucocitaria
endotelial (ELAM-1), la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1), y
la P-selectina en la superficie de cultivos de células endoteliales (Bryant y
Stevens, 1996; Bunting et al., 1997) y estimula la produccion endotelial de
interleucina 8 (IL-8). Esta interleucina, a altas concentraciones, inhibe la
transmigracion de neutréfilos a través de las monocapas de células
endoteliales en respuesta a diferentes quimioatrayentes (Stevens, 2000).

Ademas, Cp-PLC también estimula a las células endoteliales para producir
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los mediadores lipidicos: la prostaciclina y el factor de activador
plaquetario (PAF) (Bunting et al., 1997; Stevens y Bryant, 1997). La
sintesis de PAF, el cual depende en la generacion de DAG Yy activacion
PKC, comunmente contribuye a incrementar la permeabilidad vascular y la
adhesion neutrofilica a células endoteliales (Stevens y Bryant, 1997). En
adicion, Cp-PLC induce la sintesis de TNF-a. por células mononucleares
los cuales también podrian contribuir a los cambios observados en la

microvasculatura durante infecciones con C. perfringens (Figura 2.5).
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Figura 2.5.: Esquema general de eventos desencadenados por Cp-PLC durante la
gangrena gaseosa. Las lineas concisas denotan efectos documentados, mientras las lineas
punteadas denotan posibles efectos. (Tomado de Flores-Diaz y Alape-Girdn, 2003)
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La Cp-PLC induce la translocacion del receptor del fibrindgeno
plaquetario gplibllla de los depositos intercelulares hacia la membrana
celular, y produce un cambio conformacional en las moléculas de
superficie expresadas (Bryant et al., 2000b, 2003). Estos efectos permiten a
las plaquetas unirse al fibrindgeno soluble e inducir la formacion de los
agregados plaguetas/plaquetas (Bryant et al., 2000a,b, 2003). Por otro lado,
la activacion de gpllbllla también permite la agregacion de las plaquetas
trombina-activadas y los neutrofilos (Bryant et al., 2000a,b, 2003). La
activacion inducida por Cp-PLC de gplibllla es altamente dependiente de
calcio, siendo bloqueada por quelacion del calcio intracelular 6 inhibicion

de la operacion de la entrada de calcio almacenado (Bryant et al., 2003).

La Cp-PLC no es citotoxica para los neutréfilos ain a
concentraciones de 50 pug/mL, no causando la eliminacién de marcadores
intracelulares (Stevens et al., 1987). Sin embargo, a concentraciones de 2.5
a 20 pg/mL, induce la produccion de DAG vy acido fosfatidico, y
subsecuentemente estimula la adhesion al fibrindgeno y la fibronectina
(Ochi et al., 2002). Desde que CD11b/CD18 en su conformacién activa es
el ligando para el fibrindgeno, es comdn que la adhesion de fibrindgeno
inducida por Cp-PLC es debida a la activacion de tales integrinas en los
neutrofilos (Ochi et al., 2002). Ademas, Cp-PLC provoca la produccion de
O, e induce un estallido respiratorio en los neutréfilos a través de una ruta
dependiente de la ruptura de fosfolipidos e inhibidores de DAG (Ochi et
al., 2002). Ambas, la estimulacion de la adhesion y la produccion de O,
son bloqueadas por diferentes inhibidores PKC (Ochi et al., 2002).

La Cp-PLC podria inducir errores en la migracion de los neutrofilos
a través de los tejidos en diferentes rutas: la sobreregulacion de las
moléculas de adhesion en las células endoteliales podrian contribuir a la
captura de neutrofilos en la superficie de los vasos sanguineos y prevenir su
extravasacion (Bunting et al., 1997; Stevens, 2000). La produccion local de
IL-8 comunmente amplifica el reclutamiento de neutrofilos, atenta su
transmigracién a traves del endotelio y prioriza en ellos el estallido

respiratorio (Bryant y Stevens, 1996; Stevens, 2000). Finalmente, la
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incrementada activacion de moléculas de adhesion, tales como
CD11b/CD18 en la superficie de los neutréfilos podrian contribuir a la
reducida diapédesis (Stevens, 2000; Ochi et al., 2002).

Los efectos de la Cp-PLC en el tejido muscular y en su
microcirculacion han sido estudiados por microscopia intravital (Alape-
Giron et al. 2000; Bryant et al., 2000a,b). La hiperconcentracion y la
alteracion morfoldgica conspicua de las fibras musculares debido al directo
dafio a la membrana por Cp-PLC son ya evidentes en los primeros minutos
después de la aplicacion de la toxina (Alape-Giron et al., 2000).
Concomitantemente con la alteracion de la fibra muscular, Cp-PLC puede
producir progresivamente una reduccién en el flujo sanguineo (Alape-
Giron et al., 2000; Bryant et al., 2000a,b). Cerca de 2 a 5 minutos después
de la exposicion, Cp-PLC induce la rapida formacion de los agregados
plaquetarios libres moviles, primero en las paredes de las vénulas y luego
en las arteriolas (Alape-Giron et al., 2000 Bryant et al., 2000a,b). El
analisis inmunohistoquimico ha revelado que en tempranos estadios estos
agregados sélo consisten de plaquetas activadas, pero en los UGltimos
estadios ellos también contienen fibrina y neutréfilos (Bryant et al., 2000a).
Los agregados heterotropicos crecen en tamafio y numero, disturbando el
flujo sanguineo local con progresiva oclusion de pequefios, medianos y
grandes vasos, finalmente conduciendo a un irreversible detenimiento de la
circulacién regional en un periodo de 15 6 20 minutos (Alape-Girén et al.,
2000; Bryant et al., 2000a). Estos eventos no ocurren en los tejidos
expuestos a la variante D56N enzimaticamente inactiva, el dominio N-
terminal aislado ¢ las variantes D269, D336N, Y275N y Y331L, cuyos
residuos considerados criticos para la interaccion con la membrana han

sido reemplazados (Alape-Girdn et al., 2000).

La deficiente perfusion inducida por Cp-PLC es prevenible por
tratamiento con heparina 10 minutos antes de la inyeccion de la toxina
(Bryant et al., 2000b). La formacion de agregados plaqueta/plaqueta y
plaqueta/neutrofilo inducido por Cp-PLC es causado por la activacién de la

glicoproteina gplibllla. La formacion de ambos tipos de agregados pueden
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prevenirse por anticuerpos monoclonales contra gplibllla (Bryant et al.,
2000b). Interesantemente, el pretratamiento de ratones durante 18 6 24 hrs
con suero antineutrofilico previene completamente la formacion de
agregados mediados por Cp-PLC y el déficit de perfusion sanguinea

causada también por este (Bryant et al., 2000b).

2.3.5. EFECTOS SISTEMICOS

En animales experimentales la inyeccion intravenosa de Cp-PLC induce una
rapida reduccion en la frecuencia cardiaca, con una marcada declinacion de la
presion arterial, bradicardia y shock (Asmuth et al., 1995; Stevens et al., 1987).
En pedazos aislados de atrio, la Cp-PLC reduce directamente la contractibilidad
miocardial, pudiendo ser al menos parcialmente responsable para el colapso
hemodinadmico inducido por infecciones de C. perfringens (Asmuth et al., 1995;
Stevens et al., 1987). La Cp-PLC también contribuye indirectamente al shock
por estimulacion de la produccion de mediadores tales como TNF-  por células
mononucleares y PAF por células endoteliales (Bunting et al., 1997; Stevens y
Bryant, 1997).

2.4. EVIDENCIA DEL ROL DE LA Cp-PLC EN LA
PATOGENESIS DE ENFERMEDADES CAUSADAS POR C.
perfringens TIPO A

2.4.1. GANGRENA GASEOSA

Entre las toxinas extracelulares producidas por C. perfringens dos de ellas, la
Cp-PLC vy la perfringolisina, han mostrado contribuir a la patogénesis de la
gangrena gaseosa mediante diferentes mecanismos (Awad et al, 2001; Stevens,
2000). Sin embargo, varios estudios indican que Cp-PLC es el principal factor
de virulencia en esta enfermedad. Primero, la inoculacion intramuscular de Cp-
PLC recombinante en ratones causa mionecrosis y reproduce muchas de las
caracteristicas histopatoldgicas de la gangrena gaseosa (Bunting et al., 1997).

Segundo, la inmunizacion con el dominio C-terminal de Cp-PLC recombinante
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protege a ratones de desafios con 10° células salvajes vegetativas viables de C.
perfringens inyectadas intramuscularmente (Williamson y Titball, 1993, Titball,
2005). Tercero, una cepa mutante de C. perfringens, cuyo gen plc ha sido
inactivado por recombinacion homologa, es incapaz de producir gangrena
gaseosa (Awad et al., 1995). Ratones infectados con cerca de 10° bacterias de
esta cepa mutante tuvieron minima hinchazén y necrosis, y no murieron dentro
de las 18 horas después del inoculo. Gran nimero de neutréfilos estuvieron
presentes en el tejido infectado, la acumulacion de leucocitos en vasos
sanguineos fue significativamente reducida y la trombosis ausente (Ellemor et
al., 1999). Posteriormente, estas cepas deficientes en Cp-PLC recuperaron su
virulencia por complementacion con un plasmido transportador del gen plc tipo
salvaje (Awad et al., 1995). Ratones infectados con estas cepas complementadas
exhibieron masiva hinchazén, severa mionecrosis, y 70% de mortalidad a las 18
horas después de la inoculacion (Awad et al., 1995). Asi, Cp-PLC es
ampliamente responsable de la necrosis muscular, contribuye significativamente
a la acumulacion de neutréfilos en el lumen de los vasos sanguineos, y es
esencial para trombosis (Awad et al., 1995; Ellemor et al., 1999, Titball, 2005).

2.4.2. ENTERITIS NECROTICA EN POLLOS

La enteritis necrdtica, una enfermedad de aves domesticas alrededor del mundo
(Songer, 1996), es usualmente causada por C. perfingens tipo A (Long et al,
1974; Al-Sheikhly y Truscott, 1977c; Truscott y Al-Sheikhly, 1977). La leve
forma de la enfermedad resulta principalmente en la reduccion del indice de
ganancia de peso. Depresion, inapetencia, anorexia, y diarrea ocurren en
algunas aves afectadas, pero el curso es usualmente corto, sin signos
observados y simplemente encontrados muertos (Helmboldt y Bryant, 1971;
Long et al., 1974). La principal lesién encontrada es necrosis del yeyuno e ileon

gue puede extenderse a lo largo del intestino (Ratz et al., 1989).
C. perfringens tipo A es comun en el tracto intestinal de pollos (Shane et

al., 1984). El suelo, polvo, alimento contaminado y camas han sido indicados

como fuentes de infeccion (Dososky, 1989; Songer, 1996). La enfermedad
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puede ser reproducida por la administracion de alimento contaminado (Long et
al., 1974; Truscott y Al-Sheikhly, 1977), cultivo de C. perfringens (Parish,
1961; Al-Sheikhly y Truscott, 1977a) o sobrenadante de cultivo (Al-Sheikhly y
Truscott, 1977b).

La Cp-PLC ha sido detectada en heces y contenido intestinal de pollos y
otras aves (EI-Seedy, 1990). Lesiones pueden ser reproducidas por la
administracion de preparaciones crudas de Cp-PLC a pollitos normales (Al-
Sheikhly y Truscott, 1977a) o libres de gérmenes (Fukata et al., 1988). El
efecto letal del desafio con Cp-PLC en pollitos libres de gérmenes puede ser
neutralizado por administracién antisuero especifico (Fukata et al., 1988), y
anti-Cp-PLC podria jugar un rol en la protecciéon de las aves contra enteritis
necrética (Nadas et al., 1991).

2.4.3. ENFERMEDADES ENTERICAS EN OTRAS ESPECIES

La clostridiosis en caballos adultos es caracterizado por profusa diarrea acuosa
con alta mortalidad y un gran nimero de C. perfringens tipo A demostrables en
el intestino (Wierup, 1977). Infecciones de C. perfringens también han sido
descritos en caballos con cistitis hemorragica (Radostis et al., 2002), pero su

definitivo rol no es claro.

C. perfringens tipo A también ha sido asociado con enfermedades
entéricas en cerdos lactantes y de recria con leve enterocolitis necrotizante y
atrofia de vellosidades (Olubunmi y Taylor, 1985; Collins et al., 1989). Las
lesiones son generalmente més severas en intestino delgado, particularmente en
yeyuno e ileon (Olubunmi y Taylor, 1985). Experimentos en asas intestinales de
cerdo inoculadas con Cp-PLC sugieren que la toxina sola no podria ser
suficiente para producir significantes lesiones o pérdida de fluidos (Popoff y
Jestin, 1985).

Otros reportes de enfermedades entéricas asociadas con C. perfringens
tipo A incluyen a la enterotoxemia en corderos (Kalender et al., 2005), terneros
(Dennison et al., 2005), mink (Macarie et al, 1980), y alpacas (Moro, 1987;
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Ramirez, 1991), la gastroenteritis en ferrets (Schulman et al., 1993), y la

toxemia aguda de buffalos de agua (Worrall et al., 1987).

Aunque es poco conocida la permeabilidad del intestino a la Cp-PLC,
este podria ser un factor de virulencia en casos de presumible enterotoxemia
(Daube et al., 1994). En algunos casos, el sindrome en corderos y terneros es
consistente con la accion de una toxina hemolitica en la circulacion, causando
masiva hemolisis intravascular y dafio en capilares, inflamacién, agregacion
plaquetaria, shock y efectos cardiacos, culminando en la muerte (Stevens et al,.
1988). Grandes cantidades de Cp-PLC pueden ser encontrados en heces en
casos naturales de enfermedad en ganado. Por otro lado, la Cp-PLC
administrado solo en lechones de 1 a 6 horas de edad causé ligera enteritis y
edema en las vellosidades, con minimo dafio al epitelio y a vasos sanguineos,
pero no cambios ultraestructurales en las vellosidades, ganglios linfaticos u

otros 6rganos (Johannsen et al., 1993).

2.5. ENTEROTOXEMIA EN ALPACAS

2.5.1. ETIOLOGIA

La enterotoxemia de las alpacas también conocida como diarrea bacilar o
enfermedad de Moro es causada por las toxinas del C. perfringens (Moro,
1987), siendo involucrado mayormente el tipo A (Moro, 1987; Ramirez et al.,
1985; Ramirez y Ellis, 1988; Ramirez, 1991, Pérez, 2006) y, solo en algunos
casos, el tipo C (Moro, 1987) en la sierra sur del Per(. Mientras, en Chile y en
E.U.A. han sido reportados los tipos A y B, (Prehn et al., 1999) y los tipos A
(Fowler, 1998), C (Fowler, 1998; Whitehead, 2005) y, posiblemente, el D

(Fowler, 1998), respectivamente, en casos de enterotoxemia en alpacas.

2.5.2. EPIDEMIOLOGIA

La enterotoxemia de las alpacas se presenta en forma de brotes epizo6ticos

durante la época de paricion, y esta relacionada a factores climaticos
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(principalmente abundantes lluvias) y deficiencias en el manejo e higiene del
hato (Moro, 1987; Ramirez et al., 1985; Ramirez, 1991; Ameghino y De
Martini, 1991; Bustinza, 2000).

La enfermedad ocasiona elevadas tasas de mortalidad neonatal en alpacas
(Figura 2.6) en pequeiios (comunidades alpaqueras) y grandes (centros
experimentales y grandes empresas alpaqueras) hatos alpaqueros, reportandose
tasas anuales de mortalidad neonatal por la enfermedad de 0.6 a 48.9% en la
estacion experimental “La Raya” en Puno durante 1973-1979 (Ramirez et al.,
1985); de 24.16% promedio en doce fundos alpaqueros de Puno durante 1972-
1973 (Carbajal, 1974), de 5.1 a 25.8% en doce fundos alpaqueros de Puno en
1974 (Bustinza, 2000), y un estimado de 70% en medianos criadores alpaqueros
en Cusco en 1980 (Ramirez et al., 1985).

Figura 2.6.: Alpacas neonatas muertas durante una epizootia de enterotoxemia (Tomada de
Pérez, 2006)

La enterotoxemia afecta principalmente a las crias de alpacas entre los 3 a
80 dias de edad, siendo mas vulnerables entre las 2 a 3 semanas de edad (Moro,
1987; Ramirez et al., 1985; Ameghino y De Martini, 1991; Fowler, 1998;
Bustinza, 2000). Este periodo coincide con el dramatico descenso de los niveles
de gammaglobulina de 1.4 mg/mL al nacimiento a 0.98, 0.76 y 0.79 mg/mL a los
8, 15 y 22 dias, respectivamente (Ramirez et al., 1985). Asimismo, se ha
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observado que las crias en buena condicion corporal son mas susceptibles a
desarrollar la enfermedad (Ramirez et al., 1985; Moro, 1987; Ameghino y De
Martini, 1991; Bustinza, 2000). Esto presumiblemente debido a su ingesta

prematura de forraje contaminado del entorno.

Por otro lado, la época de pariciéon en los camélidos sudamericanos dada
durante los meses de Enero a Marzo, periodo de intensa precipitacion fluvial,
sumada al hacinamiento de los animales favorecerian a la presentacion de
epizootias de enterotoxemia, debido a que la alta humedad del suelo propician la
presencia, multiplicacion y modificacion biolégica de esporas a células
vegetativas de C. perfringens. Asimismo, la extrema variacion entre
temperaturas maxima (14° C) y minima (3° C) durante el dia que soportan las
crias de alpacas en el altiplano generan un gran estrés en ellos (Ramirez et al.,
1985).

2.5.3. PATOGENIA

La principal via de ingreso del C. perfringens es la oral. Es probable que las
crias ingieran una masiva cantidad de esporas y/o células vegetativas de
clostridios (Ramirez et al., 1985). Posteriormente, en el lumen intestinal un
ligero pH alcalino y el incremento de carbohidratos en la dieta (cambio de dieta,
inicio de consumo de forraje) (Ramirez y Ellis, 1988) o una excesiva ingestion
de leche (Ameghino y De Martini, 1991) generarian un ambiente éptimo para la
multiplicacién y/o esporulacion del C. perfringens y la sintesis de la(s) toxina(s)
responsable(s) del cuadro fatal (Ramirez y Ellis, 1988; Ameghino y De Martini,
1991; Pérez, 2006). Hasta el momento, no se conoce cual(es) es(son) el(los)

factor(es) de virulencia de C. perfringens responsable(s) de la enfermedad.

Inicialmente, la Cp-PLC fue considerada como el principal factor de
virulencia involucrado en cuadros enterotoxémicos por C. perfringens tipo A
(Moro, 1987). Sin embargo, estudios realizados por Ramirez (1987) mostraron
la produccion de CPE por algunas cepas de C. perfringens tipo A aislados de
casos de enterotoxemia en alpacas, dichas cepas mostraron escaza capacidad de

produccion de Cp-PLC in vitro. Asimismo, ensayos en intestino ligado en
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Ilamas inoculadas con cepas enterotoxigénicas esporuladas provocaron la
acumulacién de fluidos y la formacién de gas, asi como la aparicion de algunos
signos clinicos (postracion, ligera lagrimacion y congestion de mucosas),
consiguiendo ser evidenciada serolégicamente la CPE en el contenido
intestinal. Todo esto llevd a concluir al autor que la CPE es el principal factor
de virulencia involucrado en el desarrollo de la enfermedad (Ramirez, 1987;
Ramirez, 1988; Ramirez y Ellis, 1988).

No obstante, recientes estudios moleculares de cepas aisladas de casos de
enterotoxemia de alpacas muestran la escasa presencia del gen cpe, poniendo en
cuestion la participacion de la CPE como el factor de virulencia esencial para la
enfermedad (Pérez, 2006). Ademas, la actividad biologica de la CPE se
encuentra asociada con diarreas profusas, esporadicas y autolimitantes en
individuos inmunocompetentes (Sparks et al., 2001), y no con enteritis
necroticas y/o hemorragicas que cursan sin diarreas como los tipicos cuadros
descritos de enterotoxemia en alpacas ( (Moro, 1987; Ameghino y DeMartini,
1991; Palacios, 2004). Con todo lo mencionado anteriormente, la participacion
de la CPE ha sido descartada y han empezado a buscar nuevos factores de

virulencia de C. perfringens.

Asi, se ha reportado la presencia de C. perfringens genotipo A subtipo £2-
toxigénico en casos de enterotoxemia de alpacas (Pérez, 2006). Este subtipo
ademéas de tener el gen cpa posee el gen cpb2, evidenciando una posible
participacion de la toxina 42 en la etiopatogénesis de la enfermedad. Similares
hallazgos han sido reportados por investigadores estadounidenses, quienes
detectaron la presencia del gen cpb2 en 18.6% (8/43) de los C. perfringens
aislados de alpacas con problemas entéricos (Bueschel et al., 2003; Ellis, 2006).
La presencia de la toxina 2 viene siendo asociada con problemas entéricos en
diferentes animales, principalmente en enteritis necrética en cerdos y tiflocolitis
en caballos (Bueschel et al., 2003, Garmory et al., 2000; Herholz et al., 1999),
asi como con cuadros de enterotoxemia en terneros, cabras y venados (Manteca
et al, 2002; Embury-Hyatt et al., 2005; Dray, 2004) y disenteria hemorragica en
corderos (Gkiourtzidis et al., 2001).
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Por otro lado, Luna (2009) ha aislado cepas de Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC) y enteropatdgena (EPEC) en el 21% (5/24) y 25%
(6/24) de casos enterotoxemia de alpacas, sugiriendo la participacion de la
shigatoxina e intima de E. coli en la patogenia de la enfermedad. Asimismo,
Rosadio et al. (2009) han reportado una asociacion de la enfermedad con
Eimeria macusaniensis, encontrandose la presencia del parasito en 31%
(33/108) de los casos. Probablemente, el dafio producido por la coccidia en la

mucosa intestinal facilitaria la proliferacion de C. perfringens y sus toxinas.

2.5.4. SIGNOS CLINICOS

La muerte subita puede ser muchas veces el Unico signo encontrado. Los signos
clinicos y su intensidad dependerdn de la cantidad de toxinas presentes en el
organismo. Las crias afectadas muestran depresién, anorexia, permanecen
postradas y alejadas de su madre con las orejas dirigidas hacia atras, los ojos
cerrados y los miembros estirados. El cuadro progresa y las crias aparecen con
los miembros anteriores estirados, la cabeza apoyada sobre el suelo, el abdomen
distendido y la emisidn de quejidos, posiblemente debido al dolor abdominal.
Algunas ingieren abundante cantidad de agua (polidipsia) y otras desarrollan
apetito depravado (polifagia) que se manifiesta por la ingestion de arena,
piedrecillas, etc. del suelo. La temperatura tiende a ser normal, pero a veces
sobrepasa los 40° C, y suelen echarse ventralmente en los arroyos y charcos de
agua. La temperatura disminuye notablemente (hipotermia) en el estado
agonico. El cuadro toxémico en su etapa final, se acompafa de alteraciones
nerviosas tales como convulsiones y opistétonos. Finalmente, el animal entra en
coma y muere (Ramirez et al., 1985; Moro, 1987; Ameghino y De Martini,
1991; Ramirez, 1991; Fowler, 1998; Bustinza, 2000).

2.5.5. LESIONES ANATOMOPATOLOGICAS

Frecuentemente el animal externamente muestra una carcasa en buena condicion
muscular y con el abdomen distendido por la presencia de gas en intestinos. El

tejido subcutaneo puede estar congestionado y presentar hemorragias petequiales
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(Ramirez., 1991; Fowler, 1998). En cavidad toracica, la traquea y los bronquios
con contenido espumoso, algunas veces acompafiado de ingesta. Los pulmones
aparecen congestionados y edematosos (Ameghino y De Martini, 1991;
Ramirez, 1991; Fowler, 1998). Los nddulos linfaticos toracicos de tamafio
incrementado y hemorragicos (Ramirez, 1991; Fowler, 1998). El timo se
presenta congestionado y con hemorragias petequiales en su superficie
(Ameghino y De Martini, 1991; Oha, 1994; Fowler, 1998). En cavidad toracica
y en saco pericardico frecuentemente existe presencia de abundante exudado
seroso claro y ligeramente viscoso (Ramirez, 1991; Fowler, 1998). En corazén,
las arterias coronarias se encuentran dilatadas y las auriculas presentan petequias
en su superficie (Moro, 1987; Ameghino y De Martini, 1991; Oha, 1994;
Ramirez, 1991; Fowler, 1998).

Al explorar la cavidad abdominal, es perceptible un olor desagradable y
caracteristico a la enfermedad (Ameghino y De Martini, 1991; Ramirez, 1991).
Los intestinos estan distendidos con fluido acuoso, cuyo color varia de acuerdo
al tipo de ingesta, pudiendo ser blanquecino, amarillento, verdoso y plomizo
(Moro, 1987; Ramirez, 1991). El intestino delgado, particularmente yeyuno e
ileon, se encuentra congestionado (Moro, 1987; Ameghino y De Martini, 1991,
Fowler, 1998) y hemorragico (Ameghino y De Martini, 1991; Oha, 1994)
(Figura 2.7). En el intestino grueso se presentan hemorragias focales con zonas
de impaccion conteniendo heces duras (Oha, 1994). Las placas de Peyer se
encuentran inflamadas, siendo mas notorias en el intestino grueso (Ameghino y
De Martini, 1991; Fowler, 1998). Los ganglios linfaticos mesentéricos, aparecen
incrementados de tamafio, congestionados y/o hemorragicos (Ameghino y De
Martini, 1991; Oha, 1994; Ramirez, 1991; Fowler, 1998). En el estomago
glandular, la mucosa puede estar congestionada o hemorragica (Ameghino y De
Martini, 1991; Fowler, 1998).
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Figura 2.7.: Lesiones macroscpicas en intestino delgado de alpacas muertas por enterotoxemia.
A, Severa enteritis necrética hemorrégica, nétese la severa hemorragia, distencién y acumulo de
fluido en intestino. B, severa enteritis necrética, nétese la severa congestion, distencion y
acumulo de fluido en intestino (Tomada de Pérez, 2006)

El bazo, a veces, aumentado de tamafio (Moro, 1971; Moro, 1987;
Ameghino y De Martini, 1991). El higado aparentemente normal, pero algunas
veces congestionado (Ameghino y De Martini, 1991; Oha, 1994; Ramirez,
1991). En los rifiones es posible observar congestion de la corteza renal
(Ameghino y De Martini, 1991; Oha, 1994; Fowler, 1998) y, a veces,
hemorragias petequiales en su superficie (Oha, 1994). La vejiga generalmente se
encuentra distendida debido a la acumulacion de orina como consecuencia de su
paralisis. El encéfalo se presenta severamente congestionado y es notorio el
acumulo de liquido cefalorraquideo entre las meninges (Ramirez, 1991; Fowler,
1998).

Palacios (2004) caracterizd las lesiones entéricas de cuadros clinicos
compatibles con la enfermedad describiendo las siguientes lesiones
anatomopatologicas: enteritis catarral (100%) en duodeno; enteritis hemorrégica
(46.7%), panenteritis hemorragica (26.7%) y enteritis necrotica (16.6%) en
yeyuno; enteritis necrética (56.6%), enteritis hemorragica (20%) y enteritis
fibrinosa (13.3%) en ileon; tiflitis catarral (40%), tiflitis necrdtica (26.7%) y
tiflitis fibrinosa (13.3%) en ciego; y colitis catarral (63.3%), colitis necrotica

(30%), colitis hemorragica (10%) y colitis fibrinosa (16.7%) en colon.
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2.5.6. LESIONES HISTOPATOLOGICAS

Palacios (2004) describe las siguientes lesiones histopatoldgicas: enteritis
necratica (90%) y enteritis catarral (10%) en duodeno; enteritis necrética (60%),
panenteritis necrotica hemorragica (20%), enteritis necrética hemorragica
(13.3%) (Figura 2.8B) y panenteritis necrotica supurativa (6.7%) en yeyuno;
enteritis necrotica (70%), enteritis fibrinonecrética (13.3%), panenteritis
necrética hemorragica (Figura 2.8A) (6.7%), enteritis necrotica supurativa
(6.7%) y panenteritis necrdtica supurativa (3.3%) en ileon; tiflitis necrética
(46.7%), tiflitis muconecrético (20%), tiflitis fibrinonecroético (13.3%), tiflitis
catarral (10%), tiflitis mucocatarral (6.7%) y tiflitis necrotica hemorragica
(3.3%) en ciego; colitis necrética (46.6%), colitis muconecrotica (20%), colitis

catarral (16.7%) y colitis necrdtico hemorragico (6.7%) en colon.

Figura 2.8.: Lesiones histopatoldgicas en intestino delgado de alpacas muertas por enterotoxemia. A,
severa enteritis hemorragica difusa aguda. B, severa enteritis necrética hemorragica difusa aguda
(10X-Tincién H.E.). Tomado de Pérez, 2006.

Oha (1994) describe lesiones histopatoldgicas en diferentes drganos,
encontrando congestion pericardica aguda (86.67%) y pericarditis aguda
(13.33%); congestion miocérdica (53.33%), miocarditis hemorrégica (40%) y
miocarditis aguda (6.67%); timitis hemorragica (46.47%), congestion timica
(33.33%) y timitis fibrinosa (20%); ileitis regional hemorragica (100%); colitis
catarral aguda (53.33%) y colitis hemorrégica (47.67%); congestion hepatica
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aguda (40%) y colangitis supurativa (13.33%); hipoplasia nodular mesentérica
(40%) vy linfadenitis mesentérica hemorragica (60%); nefritis tubular
degenerativa (56.67%), nefritis hemorragica (36.67%), pielonefritis supurativa
(3.33%) y degeneracion grasa (3.33%); congestion vesical (53.33%) y cistitis
catarral aguda (46.67%).

2.5.7. DIAGNOSTICO

Para el diagnostico de la enterotoxemia de las alpacas se deben tomar en cuenta
los siguientes criterios: i) identificar la magnitud del problema en el campo
mediante la identificacion de las caracteristicas epidemiolégicas de la
mortalidad de las crias enfermas y muertas, ii) los signos clinicos vy iii) las
lesiones anatomo-histoldgicas; iv) efectuar el reconocimiento de esporas y/o
bacilos en frotices directos del contenido intestinal (ileon y yeyuno) tefiidos con
coloraciones especificas (Ramirez, 1988; Ramirez y Ellis, 1988; Ramirez,
1989a; Ramirez, 1990); v) el aislamiento de C. perfringens y su caracterizacion
toxigénica (genotipificacion) y vi) la identificacion de otros agentes infecciosos,
como E. coli y E. macusaniensis, que pudieran estar agravando la presentacion
de la enfermedad (Pérez, 2006, Rosadio et al., 2009, Luna 2009).

2.5.8. TRATAMIENTO

AUn no existe un tratamiento satisfactorio contra la enterotoxemia de las alpacas.
Los tratamientos con antibidticos y laxantes muestran resultados ineficaces y

variables.

2.5.9. CONTROL

Establecida la epizootia en el rebafio es necesario cambiar de lugar los
dormideros y las canchas o parideros hacia lugares mas alejados (Moro, 1987;
Ameghino y De Martini, 1991). No obstante, estos procedimientos han
mostrado no tener significativa reduccion de la mortalidad una vez establecida
la epizootia (Melo et al., 1999).
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La administracion de antibidticos de uso oral a todas las crias del rebafio
afectado durante 3 dias consecutivos también han sido recomendados (Moro,
1987; Ameghino y De Martini, 1991).

2.5.10. PREVENCION

La prevencion estd dada basicamente por medidas inmunoprofilacticas a través
del uso de vacunas tipo anacultivos de C. perfringens, asociados a adecuadas
medidas de manejo (higiene de corrales) para hacerlas mas efectivas (Moro,
1987). Yaya y Rosadio (2005) en un estudio de tres afios sobre prevencién
contra la enterotoxemia de las alpacas, usando vacunas (anacultivos)
conteniendo C. perfringens tipo A, B, C y D aplicados tanto a madres como a
crias, mostraron una significativa reduccion de la mortalidad neonatal por

enterotoxemia de 19.5 a 1%, demostrando su utilidad en el campo.

Prevencion en base a antibidticos (Ampicilina+sulfato de colistina)
administrados via parenteral hasta la onceava semana de edad demostraron no

tener efecto significativo en la prevencion de la enfermedad (Pezo et al., 1999).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 AISLADOS DE Clostridium perfringens DE CASOS DE
ENTEROTOXEMIA EN ALPACAS

Venticuatro aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas fueron
proporcionados gentilmente por el Dr. Radl Rosadio Alcantara, responsable de la
Unidad de Biologia y Genética Molecular del Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos. Estos aislados fueron debidamente identificados y genotipificados segun la
metodologia empleada por Pérez (2006); todos pertenecieron al genotipo A
(presencia del gen cpa), y de ellos 18 pertenecieron al subtipo cpe’cpb2” (ausencia
de los genes cpe y cpb2) y 06 al subtipo cpecpb2” (ausencia del gen cpe y
presencia del gen cpb2). Los detalles de los aislamientos se encuentran descritos en
el Cuadro 3.1.

Los aislados (mantenidos en almacenamiento a 4° C) fueron reactivados
mediante siembra de alicuotas en placas de agar sangre (medio base agar tripticasa
soya [Merck] suplementado con 5% de sangre de ovino desfibrinada estéril) e
incubados bajo condiciones de anaerobiosis (Campanas Gaspack con generadores de
anaerobiosis [Anaerobac, Probac]) a 37° C por 24 horas. Las colonias crecidas
fueron evaluadas y clasificadas de acuerdo a su estado bacteriano (VEGETATIVO 6
ESPORULADO), en base a sus caracteristicas morfoldgicas de la colonia, patrén

hemolitico y evaluacién microscépica (coloracion Gram). Dos a 3 colonias de cada
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aislado fueron inoculadas en 3 mL de medio caldo Brain Heart Infusion (BHI

[Merck]) e incubadas bajo condiciones de anaerobiosis a 37° C durante 24 horas.

3.2. DETERMINACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO DE C.
perfringens Y SINTESIS DE Cp-PLC

La cinética de crecimiento de C. perfringens y su relacion con los niveles de
produccion de Cp-PLC fueron evaluados segin la metodologia descrita por

Fernandez-Miyakawa et al., 2007a,b.

3.2.1. CONDICIONES DE CULTIVO

Tres colonias de cada aislado (reactivado) fueron inoculados en 3 mL de medio
caldo BHI e incubados bajo condiciones de anaerobiosis a 37° C durante 24
horas. Después de la incubacion, 2.5 mL de estos cultivos fueron inoculados en
250 mL de medio caldo BHI (1%, v/v) e incubados bajo condiciones de
anaerobiosis (generacion de anaerobiosis mediante una capa de 1 cm de
espesura de vaselina liquida estéril) a 37° C durante un periodo de 24 horas.
Durante este periodo fueron colectados 2 mL de cultivo a intervalos de una hora
(0 hrs-24hrs).

3.2.2. DETERMINACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO

Un mililitro de cada muestra de cultivo colectada durante el ensayo fue
centrifugada a 13 000 x g durante 20 minutos. El precipitado fue resuspendido
en 1 mL de PBS 1X (pH 7.3) y leido en un espectrofotometro (Termo, Genesys
10UV) a una densidad optica de 620 nm (ODg20nm).

3.2.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LECITINASA

Un mililitro de cada muestra de cultivo colectada durante el ensayo fue
centrifugada a 13 000 x g durante 20 minutos. El sobrenadante obtenido fue

analizado segun la metodologia descrita més adelante (ver punto 3.5.2).
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Cuadro 3.1. Aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia de alpacas empleados

PERFIL GENETICO

PROCEDENCIA LESIONES EN HUESPED CARACTERISTICAS FENOTIPICAS
1
AISLADO ANO DEPARTAMENTO ALP’;’:ILOERO LESIONES MACROSCOPICAS > MICI:CS)IS?C':)E’TCAS PS\;';?EN RE”;‘E(L’;DE Rt GENES GENOTIPO SUBTIPO
HEMOLITICO SULFITO
19-2005 2005 Puno | M. enteritis hemorragica S.E.N.H.D.A. + + + cpa,cpb2 A cpecpb2”
41-2005 2005 Cusco 1] S. congestidn intestinal S.E.N.H.D.A. + + + cpa A cpecpb2
15-2005 2005 Puno | M. enteritis hemorragica S.E.N.H.D.A. + + + cpa,cpb2 A cpe’cpb2”
18-2005 2005 Puno | M. enteritis hemorragica S.E.N.H.D.A. + + + cpa,cpb2 A cpecpb2’
25-2005 2005 Puno | L. enteritis hemorrégica S.E.C.D.A. + + + cpa,cpb2 A cpe’cpb2’
A4-2006 2006 Arequipa I M. enteritis hemorragica S.E.N.H.D.A. + + + cpa A cpecpb2’
A17-2006 2006 Arequipa n M. enteritis hemorragica S.E.N.D.A. + + + cpa,cpb2 A cpe’cpb2’
A8-2006 2006 Arequipa 1] S. Congestion intestinal S.E.N.D.A. + + + cpa A cpecpb2
P4b-2007 2007 Puno \% M enteritis necrotico hemorragico S.E.N.H.D.A. + + + cpa A cpe’ cpb2
P9b-2007 2007 Puno v M. enteritis hemorragica M.E.N.H.D.A. + + + cpa A cpecpb2
PH1b-2007 2007 Puno Y congestion intestinal S.E.N.D.A. + + + cpa A cpe cpb2
Ala-2007 2007 Arequipa VI M. enteritis hemorragica S.E.N.H.D.A. + + + cpa A cpe’cpb2
Al12a-2007 2007 Arequipa Vi congestion intestinal S.E.N.H.D.A. + + + cpa A cpe’cpb2
C13b-2007 2007 Cusco Vil S. enteritis hemorragica S.E.N.H.D.A. + + + cpa A cpecpb2
A13b-2007 2007 Arequipa X Congestion intestinal S.E.N.D.A. + + + cpa,cpb2 A cpecpb2’
L1-2008 2008 Puno X S. enteritis necrotico hemorragica S.E.N.H.D.A. + + + cpa A cpecpb2
L10-2008 2008 Puno X S. enteritis necrotico hemorragica S.E.N.D.A. + + + cpa A cpecpb2
L12-2008 2008 Puno X S. enteritis necrotico hemorragica S.E.N.D.A. + + + cpa A cpecpb2
L21-2008 2008 Puno X S. enteritis hemorragica S.E.N.H.D.A. + + + cpa A cpe cpb2
L22-2008 2008 Puno X S. enteritis necrotico hemorragica S.E.N.H.D.A. + + + cpa A cpe cpb2
L24-2008 2008 Puno X S. enteritis necrotico hemorragica S.E.N.H.D.A. + + + cpa A cpecpb2
126-2008 2008 Puno X S. enteritis necrética S.E.N.D.A. + + + cpa A cpecpb2’
DA3-2008 2008 Puno XI severa congestion intestinal S.E.C.D.A. + + + cpa A cpecpb2
DA6-2008 2008 Puno Xl S. enteritis necrotico hemorragica S.E.N.H.D.A. + + + cpa A cpecpb2

(1) Cédigo de los aislados del Laboratorio de Biologia y Genética Molecular, Facultad de Medicina Veterinaria, UNMSM.
(2) L = leve, M = Moderada, S = Severa

(3) S.E.N.D.A. = Severa enteritis necrética difusa aguda, S.E.N.H.D.A. = Severa enteritis necrética hemorragica difusa aguda, S.E.C.D.A. = Severa enteritis catarral aguda
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3.3. PURIFICACION DE LA FOSFOLIPASA C DE C. perfringens
(Cp-PLC)

El proceso de purificacion de la Cp-PLC se realizd teniendo en consideracion
experiencias previas de purificacion descritas por Satterlee y Walken, (1969), Tso
Siebel (1989), Titball et al. (1989), Tsutsui et al. (1995), Jepson et al. (1999) y
Komoriya et al. (2007).

3.3.1. AISLADO DE C. perfringens

El aislado empleado para la purificacion de la Cp-PLC fue el de mas alta
capacidad de produccion de Cp-PLC. Para ello, todos los aislados fueron

analizados siguiendo la metodologia descrita en el punto 3.5.2.
3.3.2. ETAPAS DE PURIFICACION DE Cp-PLC

3.3.2.1. Extracto Crudo
Tres litros de caldo BHI fueron inoculados con 30 mL (~1%, vol/vol) del
cultivo del aislado seleccionado e incubados bajo condiciones de
anaerobiosis (Campanas Gaspack con generadores de anaerobiosis
[Anaerobac, Probac]) a 37° C durante tiempo necesario para la sintesis de
mayor cantidad de Cp-PLC (17 hrs, dato obtenido de la cinética de
crecimiento y sintesis de Cp-PLC). Después de la incubacion, el cultivo
fue centrifugado a 10 000 x g durante 20 minutos a 4° C. El sobrenadante

obtenido fue denominado extracto crudo.

3.3.2.2. Precipitacion con sales
El extracto crudo fue ajustado a pH 5.5 con HCI 6N y saturado al 50%
con sulfato de amonio (Synth). La mezcla fue centrifugada a 15 000 x g
durante 30 minutos a 0° C. El precipitado obtenido fue resuspendido en
Tris HCI 50 mM (pH 7.5) y el sobrenadante fue saturado al 85% con
sulfato de amonio, incubado a 4° C durante 72 horas y centrifugado a 15
000 x g durante 30 minutos a 0° C. El precipitado resultante fue
resuspendido en Tris HCI 50 mM (pH 7.5) y el sobrenadante fue saturado
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al 100% con sulfato de amonio y centrifugado a 15 000 x g durante 30
minutos a 0° C. Finalmente, el precipitado resultante fue resuspendido en
Tris HCI 50 mM (pH 7.5).

Los resuspendidos de las precipitaciones con saturaciones al 50,
85 y 100% de sulfato de amonio fueron dializados en 400 volumenes de
Tris HCI 50 mM (pH 7.5) usando membrana de celulosa de cut off 8000

Da durante 03 dias con cambios diarios de solucion.

3.3.3. PARAMETROS DE EVALUACION DE LA PURIFICACION DE Cp-PLC

Cada una de las etapas de purificacion fue evaluada en su rendimiento y pureza
mediante datos obtenidos de su actividad lecitinasa, concentracion de proteinas

y perfil electroforético.

3.3.3.1. Determinacion de la actividad lecitinasa
La actividad lecitinasa fue determinada mediante el método de
microtitulacion descrito por Karasawa et al. (2003). En resumen, la
muestra fue seriadamente diluida (1/2 a 1/1024; [Log,]) en PBS 1X (pH
7.3) a volumenes finales de 100 pL y distribuidas en una microplaca de
96 pocillos. Luego, 100 pL de emulsion de yema de huevo (ver punto
6.2.) fueron afadidos a cada pocillo y mezclaron suavemente. La
microplaca fue incubada a 37° C durante 3 horas, e inmediatamente
después fue leida en una lectora de microplaca de ELISA a una densidad
Optica de 620 nm (ODs20nm). La actividad lecitinasa fue expresada como
unidades arbitrarias de yema de huevo (u.a.y.) por mililitro vy
correspondié a la dilucién en la cual resulté un incremento del 50% en la
turbidez de los pocillos. La ODgo nm de 200 pL de emulsion de yema de

huevo correspondid a un incremento del 50% de la turbidez.

3.3.3.2. Determinacion de concentracion proteica
La concentracion de proteinas fue determinada por el método de
Bradford (Arce et al., 2007), basada en las propiedades bioguimicas del
azul brillante de Coomassie G-250 de unirse a los enlaces peptidicos de
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las proteinas. En resumen, primero se realizd la curva de calibracion
(segln lo indica el Cuadro 3.2) empleando como estandar diluciones
seriadas (0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 ug/mL) de albumina sérica bovina en
agua destilada. Para ello, 10 pL de cada dilucion (por triplicado) fueron
mezclados con 100 L de reactivo de Bradford (Sigma-Aldrich) en una
microplaca de 96 pocillos, e incubados durante 5 minutos a temperatura
de ambiente en obscuridad. Después de la incubacion, la placa fue leida a
una densidad éptica de 595 nm (ODsgsnm) €n un lector de microplacas de
ELISA (Multiskan EY, Labsystems). Los valores de las lecturas fueron
procesados mediante un software (Windows Excel) obteniendo la

ecuacion lineal que represente el gréfico.

Cuadro 3.2. Curva de calibracion para determinacién de concentracién de proteinas.

Estandar Albt]n;izn: ;égr/irc:l.l))ovina Agua destilada R;?::::r:e Concentracion final
[ut] [u] [u] [ng/mL]
Blanco - 10 100 0
1 1 9 100 200
2 2 8 100 400
3 3 7 100 600
4 4 6 100 800
5 5 5 100 1000

Realizada la curva de calibracion, 10 uL de cada muestra (por
duplicado) fueron mezclados con 100 pL de reactivo de Bradford en la
microplaca de 96 pocillos, e incubados durante 5 minutos a temperatura
de ambiente en obscuridad y después leidos a una ODsgspm. La
concentracion de proteinas de las muestras fue estimada usando la

ecuacion lineal obtenida de la curva de calibracion.

3.3.3.3. Determinacion de perfiles electroforéticos
Los perfiles electroforéticos fueron obtenidos usando un sistema
discontinuo, reductor (Electroforesis en gel de poliacrilamida-sodio
dodecil sulfato; SDS-PAGE) y denaturante, el cual permitié separar

proteinas solo por tamafio molecular (Sambrook et al., 1989). El equipo y
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sistema de electroforesis (Miniprotean Cell, BIORAD) empleados fueron

ensamblados siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.3.3.3.1. Preparacion del gel poliacrilamida
El gel de resolucion fue preparado a una concentracion de 12% de
poliacrilamida (Cuadro 3.3.) mientras que el gel de
empaquetamiento lo fue a una concentracién de 5% de

poliacrilamida (Cuadro 3.4).

Cuadro 3.3: Soluciones para preparacion de gel de resolucion al 12% de poliacrilamida para
volimenes de 5y 10 mL.

COMPONENTES Para5 mL Para 10 mL
[mL] [mL]
H,0 1.7 3.3
30% Acrilamida/bisacrilamida 2.0 4.0
Tris 1.5 M (pH 8.8) 13 2.6
10% SDS 0.05 0.1
10% Persulfato de amonio 0.05 0.1
TEMED 0.002 0.004

Cuadro 3.4: Soluciones para preparacion de gel de empaquetamiento al 5% de poliacrilamida
para volimenes de 2 y 4 mL.

COMPONENTES Para2 mL Para4 mL
[mL] [mL]
H,0 1.4 2.7
30% Acrilamida/bisacrilamida 0.33 0.67
Tris 1.0 M (pH 6.8) 0.25 0.50
10% SDS 0.02 0.04
10% Persulfato de amonio 0.02 0.04
TEMED 0.002 0.004

3.3.3.3.2. Preparacion de las muestras y condiciones de electroforesis
Las muestras (concentradas 10X) fueron sometidas a un proceso
fisico-quimico para desnaturalizar las proteinas. Para lo cual, las
muestras fueron mezcladas con buffer de tratamiento de muestra
5X (0.156 M de Tris-HCI [pH 6.8], 3.1 % de SDS, 31.3% de 2-

mercaptoetanol, 31.3% de glicerol y 0.1 mg /mL de azul de
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Bromofenol) en proporcion 4:1 (vol/vol) y sometieron a

calentamiento a 100° C durante cinco minutos.

La corrida electroforética fue mantenida en un sistema con
buffer de corrida Tris-Glicina (3.03 gr de Tris-Base, 14.42 gr de
glicinay 1 gr de SDS en 1 L de agua destilada [pH 8.3]) y un
voltaje de 50V durante 3.5 horas. El peso molecular de las bandas
fue calculado por comparacién con el perfil de bandas del
marcador de peso molecular de Low Molecular Weight

Calibration de 97 a 14.4 kDa (Amersheim Biosciences).

3.3.3.3.3. Coloracién del gel de poliacrilamida
Los geles de poliacrilamida fueron coloreados con Nitrato de
Plata. Para ello, el gel fue inmerso en al menos 5 volimenes de
solucion fijadora (50 mL de metanol, 12 mL de &cido acético
glacial y 5 pL de formaldehido ajustado a un volumen de 100 mL
con agua destilada) e incub6 durante 5 minutos en agitacion a
temperatura ambiente previo calentamiento (el calentamiento
consistio de una incubacion durante 30 segundos en horno
microondas M-200E [CCE®] a temperatura maxima). Despues de
la incubacion, se elimin6 la solucion y el gel se incubd con
solucién etanol 30% (30 mL de etanol absoluto ajustado a un
volumen de 100 mL con agua destilada [vol/vol]) durante 5
minutos en agitacion a temperatura ambiente previo
calentamiento. Elimind la solucion y el gel se incub6 con solucion
tiosulfato de sodio (20 mg de tiosulfato de sodio en 100 mL de
agua destilada) durante 2 minutos en agitacion a temperatura
ambiente previo calentamiento. Eliminé la solucién y el gel fue
lavado dos veces con agua destilada por incubacion durante 2
minutos en agitacion a temperatura ambiente previo
calentamiento. Luego, el gel fue incubado con solucién de nitrato
de plata (200 mg de nitrato de plata y 75 pL de formaldehido
ajustado en 100 mL de agua destilada) durante 5 minutos en

agitacion a temperatura ambiente previo calentamiento. Elimind
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la solucion y el gel fue lavado con agua destilada por
calentamiento. Seguidamente, el gel fue incubado con solucion
reveladora (6 g de Na,COs, 50 uL de formaldehido, 400 pg de
tiosulfato de sodio ajustado en 100 mL de agua destilada) en
agitacion a temperatura de ambiente hasta evidenciar las bandas,
momento en el cual la reaccion fue detenida agregando la
solucion stop (50 mL de metanol, 12 mL de acido acético glacial
ajustado a un volumen de 100 mL con agua destilada). Finalmente
el gel fue secado y fotografiado.

3.4. CARACTERIZACION TOXIGENICA DEL Cp-PLC
PURIFICADO

3.4.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA DEL Cp-PLC
PURIFICADO

La actividad hemolitica de los sobrenadantes bacterianos fue determinada
mediante el método de microtitulacion descrito por Titball et al. (1989). En
resumen, la muestra fue seriadamente diluida (1/2 a 1/128; [Log]) en buffer
borato isotonico (BBI; 0.57 gr de NaB;O7:10H,0, 2.1 gr de H3BO3, 1.8 gr de
CaCl,-2H,0, y 7.5 gr de NaCl disueltos en 1 L de agua destilada [pH 7.6]) en
una microplaca de 96 pocillos a volumenes finales de 150 mL, por duplicado.
Luego, 150 pL de solucion de eritrocitos de ovino (eritrocitos de ovino
previamente lavados tres veces con PBS 1X [pH 7.3] y resuspendidos en BBI al
1% [vol/vol]) fueron agregados a cada pocillo. La microplaca fue incubada a
37° C durante 1 hora seguidos de otra a 4° C durante 1 hora, para efectos de
hemolisis hot-cold. Posteriormente, la microplaca fue centrifugada a 2 000 x g
durante 10 minutos a 4° C. Doscientos puL de cada sobrenadante fueron
traspasados a otra microplaca y leidos a una densidad Optica de 550 nm
(ODssonm) en una lectora de microplacas de ELISA. La actividad hemolitica fue
expresada como unidades arbitrarias hemoliticas (u.a.h.) por mililitro y
correspondié a la dilucion en la cual resultd un incremento del 50% de

hemodlisis. Se tuvo como referencia la ODssonm de una dilucién de la solucion de
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eritrocitos en agua destilada (vol/vol, 1:3) que correspondio a una hemolisis del
50%.

3.4.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CITOPATICA DEL Cp-PLC
PURIFICADO

La capacidad de produccion de efectos citopaticos en células HEp-2 por el

purificado de Cp-PLC fue determinado segun la siguiente metodologia.

3.4.2.1 Preparacion de células HEp-2
Las células HEp-2 fueron cultivadas en botellas conteniendo Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado con antibidtico y 10%
de suero fetal bovino (SFB) e incubadas a 37° C durante 2 ¢ 3 dias en
estufa CO,. Posteriormente, el medio fue eliminado y la monocapa
celular adherida fue lavada dos veces con 10 mL de PBS 1X (pH 7.3)
estéril. Seguidamente, 2 mL de ATV (Antibiotic-Trypsina-Versene)
fueron agregados a la monocapa e incubadas a 37° C durante 2 minutos
dando batidos y fuerte agitacion a la botella para facilitar el
desprendimiento y fragmentacion de la monocapa. Luego, se agregaron
10 mL de DMEM suplementado con 10% de SFB y mezcl6 mediante
pipeteo repetido para obtener una suspension homogénea. ElI niUmero de
células de la suspension fue calculado usando una cdmara de Neubauer y
llevado a una concentracién celular final de 5 x 10* células/mL con
medio DMEM suplementado con 10% de SFB. Posteriormente, en una
placa de 24 pocillos, con laminillas estériles en su fondo, fue distribuido
1 mL de la suspensién celular en cada pocillo. La placa fue incubada a
37° C durante 48 horas en estufa de CO, 6 hasta evidenciar semi-

confluencia.

3.4.2.2. Desafio con parcialmente purificado
Después de la incubacién, el medio de las placas fue eliminado y cada
pocillo fue lavado con PBS 1X estéril. Posteriormente, 800 uL de
DMEM (sin antibidtico) suplementado con 2% de SFB y 1 % de manosa
fueron distribuidos en cada pocillo y mezclados suavemente con 200 pL
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de diferentes concentraciones de purificado de Cp-PLC (dilucion 1:4,
vol/vol). Inmediatamente la placa fue incubada a 37° C durante 18 6 24
horas en estufa de CO,. Pasada la incubacion, el medio de cada pocillo
fue retirado y lavado cuidadosamente 6 veces con PBS 1X estéril.

Las laminillas fueron fijadas con 1 mL de metanol al 70% por
incubacion a 4° C durante 18 horas. EI metanol fue eliminado de las
placas y las laminillas fueron coloreadas con 1 mL de colorante Giemsa
(Merck) por incubacion a temperatura de ambiente durante 20 minutos.
El colorante fue eliminado y enjuagaron los pocillos en agua corriente
hasta retirar todo el colorante. Las laminillas fueron secadas a

temperatura ambiental y montadas sobre laminas con Entelon (Merck).

Los efectos citopaticos fueron determinados mediante evaluacion
microscopica a objetivos 10X y 40X, dados basicamente por cambios
morfoldgicos celulares (alongamiento celular y/o abalonamiento celular)
en relacion al control negativo (PBS) (células estrelladas). Para
cuantificar el grado de lesion provocada por las diferentes
concentraciones de Pp.Cp-PLC, se obtuvo el nimero promedio de células
normales y alargadas por campo microscopico a un objetivo de 40X
(n=100 campos) de las diferentes diluciones de Pp.Cp-PLC y determin0

el porcentaje de celularidad y citopatogenicidad.

3.4.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE AGREGACION
PLAQUETARIA DEL Cp-PLC PURIFICADO

Para evaluar los efectos del purificado de Cp-PLC sobre las plaquetas, 100 puL
de las mismas fueron incubadas con 400 puL de PRP (plasma rico en plaquetas)
a 37° C, sobre agitacion. Como control positivo de agregacion plaquetaria
(agonista), fue empleado 10 uM ADP (Sigma). La extension de la agregacion
fue estimada como el porcentaje de transmision de luz, tomandose como 100%
el valor obtenido con la incubacion de PRP con la solucion diluente (PBS 1X),

apropiadamente usada como control negativo y desafiado posteriormente con
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ADP. La transmision de luz fue monitoreada a través de un agregdémetro
(Chrono-Log), calibrado para 100% de transmitancia con PPP (plasma libre de
plaquetas) y para 0% de transmitancia con PRP. Para la obtencién de PRP,
aproximadamente 40 mL de sangre humana, obtenida de donadores saludables,
fueron colectados en una solucion conteniendo 3.8% de citrato de sodio y
centrifugados a 125 x g durante 20 minutos a 25° C. El PRP, correspondié a la
fraccion superior del tubo, el cual fue colectado cuidadosamente. Para la
obtencion de PPP, utilizado como control negativo, 1mL do PRP fue
centrifugado a 10 000 x g y el sobrenadante fue colectado. EI nimero de
plaguetas fue contado en camara de Newbawer y ajustado entre 2 y 4 x 10°

células/mL.

3.4.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LETAL DEL Cp-PLC
PURIFICADO

La actividad letal del purificado de Cp-PLC fue determinada de acuerdo a la
metodologia descrita por Fernandez-Miyakawa et al. (2007b), con ligeras
modificaciones. En resumen, grupos de 2 ratones por muestra fueron inoculados
via intraperitoroneal con 0.5 mL de diferentes concentraciones (diluciones de
1/5 a 1/320) del purificado. Los ratones fueron monitoreados durante 48 horas y
consider6 como punto final del tiempo de sobrevivencia el inicio de un
desorden neuroldgico (incoordinacion, ataxia, paralisis, temblores musculares o

convulsiones).

3.4.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENTEROTOXICA DEL Cp-PLC
PURIFICADO

Para la evaluacion de la actividad enterotdxica del purificado de Cp-PLC se
empled una adaptacion de los modelos de la prueba de asa intestinal ligada
descritos por Duncan et al. (1968), Fiore et al. (1997) y Campos et al. (2004).
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3.4.5.1. Sujetos de experiencia
Los animales empleados fueron conejos clinicamente sanos, de raza
Nueva Zelanda, de 6 a 7 meses de edad. Estos animales 5 dias antes del
experimento iniciaron un tratamiento con sulquinoxalina (50 mg/kg p.v.
via oral) y praziquantel (5 mg/kg p.v. via oral) mas pamoato de pirantel
(5 mg/kg p.v via oral.) por 3 dias. El alimento les fue restringido 48 horas

antes del experimento no habiendo restriccion del agua.

3.4.5.2. Intculos
Los indculos consistieron de: i) diferentes concentraciones de Cp-PLC
purificada (diluciones de 1/2 a 1/64 [Log]) a volimenes finales de 500
uL en BBI, y ii) 500 uL de BBI como control negativo.

3.4.5.3. Prueba de asa intestinal ligada en conejos

3.4.5.3.1. Preanestesia y anestesia
Los animales fueron preanestesiados con xilazina (3 mg/kg p.v.
cada 4 horas via intramuscular) como tranquilizante, y Tramadol
(10 mg/kg p.v. cada 8 horas via intramuscular) y N-butilbromide
de hioscina (0.6 mg/kg p.v. cada 8 horas via intramuscular) para
brindar analgesia y reducir el peristaltismo intestinal,
respectivamente. La anestesia fue llevada a cabo con clorhidrato
de ketamina (30 mg/kg p.v. via intramuscular) asociada a
clorhidrato de xilazina (3 mg/kg p.v. via intramuscular). El animal
fue mantenido bajo anestesia general durante todo el experimento
y las constantes fisiologicas (temperatura corporal, frecuencia
cardiaca, frecuencia respiratoria, llenado capilar) fueron
monitoreados antes y durante el experimento. Finalmente, pasado
el periodo del ensayo, el animal fue sacrificado por sobredosis de

pentobarbital sédico (200 mg/kg p.v. via intravenosa).

3.4.5.3.2. Operatorio y preparacion de las Asas Intestinales Ligadas
El animal fue colocado en posicién decubito dorsal y la zona

abdominal fue rasurada y desinfectada. Inmediatamente, se
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procedio a realizar una incision sobre la linea medio ventral a
nivel de cicatriz umbilical, prolongandola 10 cm hacia atrés; se
abarcO piel y tejido celular. Expuesto el epiplon este fue
desplazado hacia delante, a fin de exponer el ileon y preparar las
asas intestinales ligadas (AILs). Las AlLs tuvieron una longitud
de 5 cm aproximadamente y fueron ligadas mediante nudos
simples con hilo de sutura catgut N° 000 sobre la superficie del
ileon, evitando bloquear los vasos sanguineos mesentéricos. Se
prepararon las AlLs con una distancia entre asa y asa de 3 cm
aproximadamente.  Los  inéculos  fueron  administrados
intraluminalmente en las AILs con jeringas tipo tuberculina. El
nimero de AlLs y la distribucion de los indculos fueron de
acuerdo al nimero de muestras. Finalizada las inoculaciones, se
reintrodujo el ileon a la cavidad abdominal y procedio a cerrar las

distintas capas titulares mediante sutura simple.

3.4.5.3.3. Evaluacion de la actividad enterotoxica
La actividad enterotoxica del purificado de Cp-PLC en cada AlL
fue determinada mediante: i) la acumulacion de fluido intestinal,
i) cambios macroscopicos, y iii) cambios microscopicos en las
AlLs.

3.4.5.3.3.1. Acumulacién de Fluido Intestinal
La acumulacion de fluido fue obtenido de la relacion
volumen (mL)/longitud (mm) del AIL. Para ello, las
mediciones de longitud y volumen de fluido intestinal de

AIlL fueron tomados exactamente.

3.4.5.3.3.2. Cambios macroscopicos
Los cambios macroscopicos evaluados en cada AIL
fueron: coloracion intestinal externa e interna, grosor de la

pared intestinal y caracteristicas del fluido intestinal.
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3.4.5.3.3.3. Cambios microscopicos
Un segmento de cada AIL fue fijado en formol al 10%
bufferado. Posteriormente, fueron inmersos en parafina y
realizaron finos cortes para ser montados en laminas
portaobjetos y despues coloreados con Hematoxilina y
Eosina (H&E). Los cambios microscopicos evaluados
fueron: composicion celular en la mucosa, submucosa y
serosa del intestino, longitud e integridad de las

vellosidades intestinales.

3.5 CARACTERIZACION TOXIGENICA DE LOS AISLADOS DE
C. perfringens ASOCIADO A SU CAPACIDAD DE
PRODUCCION DE Cp-PLC

3.5.1 PREPARACION DEL SOBRENADANTE BACTERIANO

Posteriormente, 70 uL de los aislados reactivados fueron inoculados en 7 mL de
caldo BHI (1%, v/v) e incubados bajo condiciones de anaerobiosis a 37° C
durante el tiempo necesario para la sintesis de mayor cantidad de Cp-PLC (17
hrs, dato obtenido de la cinética de crecimiento y sintesis de Cp-PLC). Después
de la incubacion, los cultivos fueron centrifugados a 13 000 x g durante 10
minutos a 4° C. Los sobrenadantes obtenidos fueron suplementados con
phenylmethanesulfon fluoride (PMSF [Sigma]) a una concentracion final de 1
mM para inactivar proteasas y conservados a -20° C, hasta su uso.
Paralelamente, los precipitados fueron sometidos a coloraciones Gram para
confirmar su estado bacteriano (esporulado o vegetativo).

3.5.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LECITINASA DE LOS
AISLADOS DE C. perfringens

Para la determinacion de la actividad lecitinasa de los sobrenadantes
bacterianos fue empleado el método directo. En resumen, en una microplaca de
96 pocillos 100 pL de muestra (por triplicado) fueron mezclados con 100 pL de
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emulsion de yema de huevo (10% [vol/vol] de yema de huevo en PBS 1X [pH
7.3], centrifugados a 5 000 x g durante 10 minutos a 4° C, y pasados por un
filtro de 0.45 pm) e incubaron a 37° C durante 3 horas. Después de la
incubacidn, la placa fue leida en un lector de microplacas de ELISA (Multiskan
EY, Labsystems) a una densidad optica de 620 nm (ODg2onm). El blanco
consistio de 100 pL de BHI estéril mezclados con 100 pL de emulsion yema de
huevo. La actividad lecitinasa fue expresada en unidades arbitrarias (u.a.) y
obtenida a partir de la diferencia entre los valores de ODgonm de la muestra y el
blanco divididos entre el valor de ODgyonm del blanco. A continuacion la

formula:

OD 630nm (MUESTRA) - OD 630nm (BLANCO)

Actividad Lecitinasa (u.a)
OD 630nm (BLANCO)

Los aislados fueron clasificados, arbitrariamente por los autores, en base
a los niveles de actividad lecitinasa. Asi tenemos, aislados de baja (< 1 u.a.),

mediana (1-3 u.a.) y alta (> 3 u.a.) capacidad de produccion de Cp-PLC.

3.5.3. DETERMINACION DEL PERFIL ELECTROFORETICO DE LOS
AISLADOS DE C. perfringens

Los diferentes perfiles electroforéticos de los sobrenadantes bacterianos fueron
obtenidos segun la metodologia descrita anteriormente (ver punto 3.3.3.3.). Sin
embargo, previamente todas las muestras fueron concentradas 10 veces (10X)

por el método del &cido tricloroacetico.

3.5.3.1. Método de concentracion proteica por Acido Tricloroacético
La metodologia empleada fue la descrita en pET System Manual,
Novagen (2005). En resumen, 1 mL de muestra fue mezclada con 100 pL
(vol/vol; 1:10) de &cido tricloroacético (SigmaUltra, Sigma Aldrich)
mediante agitacion con vortex fuerte durante 15 segundos.
Inmediatamente, la mezcla fue incubada en hielo durante 15 minutos.

Después de la incubacion, la mezcla fue centrifugada a 14 000 x g
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durante 10 minutos. El sobrenadante fue eliminado y el precipitado fue
lavado con 2 mL de acetona mediante centrifugacién a 14 000 x g
durante 10 minutos. El precipitado fue dejado secar a temperatura de
ambiente durante 18 horas, para finalmente poder ser resuspendido en
100 pL de PBS 1X (pH 7.3). La muestra concentrada 10X obtenida fue

conservada a -20° C.

3.5.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA DE LOS
AISLADOS DE C. perfringens

La actividad hemolitica de los sobrenadantes bacterianos fue determinada segun

la metodologia descrita anteriormente (ver punto 3.4.1.).

3.5.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PERFRINGOLISINA DE LOS
AISLADOS DE C. perfringens

La actividad perfringolisina de los sobrenadantes bacterianos fue determinada
mediante el método de microtitulacion hemolitico descrito por Fisher et al.,
(2006). En resumen, los sobrenadantes fueron seriadamente diluidos (1/2 a
1/128; [Logz]) en BBI suplementado con 1 mM de EDTA a volumenes finales
de 150 uL y distribuidos en una microplaca de 96 pocillos. Luego, 150 pL de
solucion de eritrocitos de caballo (eritrocitos de caballo previamente lavados
tres veces con PBS 1X [pH 7.3] y resuspendidos en BBI suplementado con 1
mM EDTA al 1% [vol/vol]) fueron agregados a cada pocillo. La microplaca fue
incubada a 37° C durante 1 hora. Después de la incubacion, la microplaca fue
centrifugada a 2 000 x g durante 10 minutos a 4° C. Luego, 200 pL de cada
sobrenadante fueron traspasados a otra microplaca y leidos en una lectora de
microplacas de ELISA a una ODssonm. La actividad hemolitica fue expresada
como unidades arbitrarias hemoliticas (u.a.h.) por mililitro y correspondio a la
dilucion en la cual resulté un incremento del 50% de hemolisis. Se tuvo como
referencia la ODsso nm de una dilucion de la solucion de eritrocitos de caballo en
agua destilada (vol/vol, 1:3) que correspondi6 a una hemolisis del 50%.
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3.5.7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LOS
AISLADOS DE C. perfringens

Los efectos citotoxicos de los sobrenadantes fueron determinados segun la
metodologia descrita anteriormente (ver punto 3.4.2.). Los resultados fueron
dados basicamente por la despoblacion celular en relacion al control negativo

(medio caldo BHI) mediante evaluacién microscopica a 10X y 40X de objetivo.

35.8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE AGREGACION
PLAQUETARIA DE LOS AISLADOS DE C. perfringens

Los efectos de los sobrenadantes de los aislados de alta, mediana y baja
capacidad de produccién de Cp-PLC sobre las plaquetas, fueron determinados

segun la metodologia descrita anteriormente (ver punto 3.4.3.).

3.5.9. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LETAL DE LOS AISLADOS DE

C. perfringens

La actividad letal de los sobrenadantes bacterianos fue determinada de acuerdo
a la metodologia descrita por Fernandez-Miyakawa et al. (2007b), con algunas
modificaciones. En resumen, grupos de 2 ratones por cepa fueron inoculados
via intraperitoneal con 0.5 mL de cultivo filtrado. Los ratones fueron
monitoreados durante 48 horas y consideré como punto final del tiempo de
sobrevivencia el inicio de un desorden neurolégico (incoordinacién, ataxia,

paralisis, temblores musculares o convulsiones).

3.5.10. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENTEROTOXICA DE LOS
AISLADOS DE C. perfringens

Para la evaluacion de la actividad enterotoxica de los sobrenadantes bacterianos
se empled metodologia descrita en el punto 3.4.5. Los indculos consistieron de:
i) 500 pL de sobrenadante bacteriano y ii) 500 uL de medio BHI estéril como

control negativo.
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V. RESULTADOS

41 AISLADOS DE C. perfringens DE CASOS DE
ENTEROTOXEMIA EN ALPACAS

Todos los aislados fueron reactivados mostrando tener diferentes estados
bacterianos (ver Figura 4.1 y Cuadro 4.1). Asi tenemos, 12 aislados en estado
vegetativo (10 subtipo cpecpb2 y 02 subtipo cpe'cpb2™) y 12 aislados en estado
esporulado (08 subtipo cpe'cpb2” y 04 subtipo cpecpb2™).
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Figura 4.1. Estados bacterianos de C. perfringens aislados de casos de enterotoxemia en alpacas
(Coloracion Gram; 100X). A, bacterias en estado vegetativo. Notese la coloracion azul intensa 'y
forma bacilar de las bacterias. B, bacterias en estado esporulado. Notese la coloracion rosacea y de
formas alargadas e irregulares de las bacterias debido a que se encuentran esporulando.
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Cuadro 4.1. Estado bacteriano de los aislados de C. perfringens provenientes de casos de enterotoxemia

en alpacas

AISLADO PROCEDENCIA GENOTIPO SUBTIPO ESTADO BACTERIANO
19-2005 Enterotoxemia A cpe_cpb2+ Vegetativo
41-2005 Enterotoxemia A cpe cpb2 Esporulado
15-2005 Enterotoxemia A cpe cpb2” Esporulado
18-2005 Enterotoxemia A cpe_cpb2+ Esporulado
25-2005 Enterotoxemia A cpe_cpb2+ Esporulado
A4-2006 Enterotoxemia A cpe cpb2 Vegetativo
A17-2006 Enterotoxemia A cpe cpb2” Vegetativo
A8-2006 Enterotoxemia A cpe cpb2” Esporulado
P4b-2007 Enterotoxemia A cpe cpb2” Esporulado
P9b-2007 Enterotoxemia A cpe cpb2 Esporulado
PH1b-2007 Enterotoxemia A cpe cpb2” Esporulado
Ala-2007 Enterotoxemia A cpe cpb2” Esporulado
A12a-2007 Enterotoxemia A cpe cpb2” Esporulado
C13b-2007 Enterotoxemia A cpe cpb2 Esporulado
A13b-2007 Enterotoxemia A cpe cpb2” Esporulado
L1-2008 Enterotoxemia A cpe cpb2” Vegetativo
L10-2008 Enterotoxemia A cpe cpb2” Vegetativo
L12-2008 Enterotoxemia A cpe cpb2 Vegetativo
121-2008 Enterotoxemia A cpe cpb2” Vegetativo
122-2008 Enterotoxemia A cpe cpb2” Vegetativo
L24-2008 Enterotoxemia A cpe cpb2” Vegetativo
L26-2008 Enterotoxemia A cpe cpb2 Vegetativo
DA3-2008 Enterotoxemia A cpe cpb2” Vegetativo
DA6-2008 Enterotoxemia A cpe cpb2 Vegetativo

4.2. CURVA DE CRECIMIENTO DE C. perfringens Y SINTESIS DE
Cp-PLC

El analisis de la curva de crecimiento fue realizado con dos aislados de C.
perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas (aislados L1-2008 y L21-2008),
quienes muestran una corta curva de crecimiento constituida por: la Fase de latencia
con una duracion de 6 horas; seguida de la Fase exponencial con una duracion de
11 horas, entre la 6ta y 17ma hora de crecimiento; finalizando con la Fase

estacionaria a partir de la 17ma hora de crecimiento (Figura 4.2 y Anexo 1).
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Figura 4.2. Curvas de crecimiento y de produccién de Cp-PLC de aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas. La curva de crecimiento esta

dividida en tres fases de crecimiento: Latencia (0-6 hrs), Exponencial (6-17 hrs) y Estacionaria (17 -24 hrs). El &rea sombreada corresponde al periodo de produccién

exponencial de la Cp-PLC. Cada punto corresponde a la media del dato + desviacién estandar (SD).
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La produccion de Cp-PLC comenzé a registrarse (valores superiores a 0.5
u.a./mL de actividad lecitinasa) a la 12va hora de crecimiento bacteriano
incrementandose rapidamente hasta la 16va hora, periodo correspondiente a la
segunda mitad de la fase de crecimiento exponencial. Seguidamente los niveles de
Cp-PLC permanecieron constantes durante la fase de crecimiento estacionaria. De
acuerdo a esto, se considerd un periodo de incubacion para los cultivos de 17 horas
para la purificacion de la Cp-PLC y la caracterizacion toxigénica de los aislados,

puesto que la bacteria ya alcanz6 su maxima produccién de Cp-PLC.

4.3. PURIFICACION DE LA FOSFOLIPASA C DE C. perfringens
(Cp-PLC)

El aislado DA6-2008 fue empleado para el proceso de purificacion de Cp-PLC, por
ser un aislado de alta capacidad de produccion de Cp-PLC (Ver Anexo 2). En el
proceso de purificacion, las precipitaciones del extracto crudo con diferentes
porcentajes de saturacion con sulfato de amonio mostraron que una saturacion con
50% (pSA50%) alcanz6 un rendimiento de 86.4 % y una pureza de 7.4 veces
mientras gque con saturaciones con 85% (pSA85%) y 100% (pSA100%) se
obtuvieron poco o0 nada de rendimiento y pureza (Cuadro 4.2).

El analisis de los perfiles electroforéticos SDS-PAGE (Figura 4.3) de pSA50%
evidencian la presencia de las bandas 9 (F), 10 (D), 11 (F), 12 (F), 14 (N) y 15 (N)
presentes en el perfil de C. perfringens (ver mas adelante Capitulo 4.5.2. [Figura
4.13]), siendo las bandas 10 y 11 las més probables en corresponder a la Cp-PLC
por poseer un tamafio de 43 KDa. Mientras que el pSA85% evidencia las bandas 8
(F),9 (D), 10 (F), 11 (D), 13 (N) y 14 (N) y el pSA100% no evidencia ningun perfil
debido a la baja concentracion proteica (dato no mostrado).

El pPSA50% fue seleccionado para la continuacion del proceso de purificacion, el
cual fue concentrado por ultrafiltracién con un Amicon 10 KDa (Amicon®Ultra-
15[Millipore]) y filtrado a 0.20 pm. Este concentrado fue denominado Pp.Cp-PLC
(parciamente purificado de Cp-PLC) y mostr6é una actividad enzimética especifica
de 516 u.a.y./mg, y obteniendo con ello un rendimiento y una pureza de 96% y 16.6

VECES, respectivamente.
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Cuadro 4.2. Rendimiento y pureza del proceso de purificacion de Cp-PLC con diferentes concentraciones de saturacion de sulfato de amonio.

Concentracion Proteina Actividad Actividad .. ACt.Mfia.‘d
UOLTITED roteica total enzimatica enzimatica total el enzimatica Pureza
MUESTRAS P especifica
(mL) (ug/mL) (mg) (u.a.y./mL) (u.a.y.) (%) (u.a.y./mg) veces
EXTRACTO CRUDO 3000 128.5 385.5 4 12000 100 31.1 1.0
pSASO%1 108 417.7 45.1 96 10368 86.4 229.8 7.4
pSA85%2 20 315.3 6.3 2 40 0.3 6.3 0.2
pSAlOO%3 35 60.2 2.1 0 0 0 0.0 0.0
Pp.Cp-PLC4 45 496.1 22.3 256 11520 96 516.0 16.6

(1) pSA50%: precipitado obtenido de la saturacion del extracto crudo con 50% de sulfato de amonio.
(2) pSA85%: precipitado obtenido de la saturacion del extracto crudo con 85% de sulfato de amonio.
(3) pSA100%: precipitado obtenido de la saturacion del extracto crudo con 100% de sulfato de amonio.

(4) Pp.Cp-PLC: Parcialmente purificado de la Cp-PLC obtenido de la saturacion del extracto crudo con 50% de sulfato de amonio y concentrado por ultrafiltracion.
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Figura 4.3. Perfiles electroforéticos de los precipitados del extracto crudo con diferentes
porcentajes desaturaciones con sulfato de amonio. Linea 1, marcador de peso molecular; linea 2,
extracto crudo concentrado 10X; linea 3, pSA50%; linea 4, pSA85%. Electroforesis mantenida a

60V durante 4.5 horas.

44. CARACTERIZACION TOXIGENICA DE LA Cp-PLC
PARCIALMENTE PURIFICADA (Pp.Cp-PLC)

4.4.1. ACTIVIDAD HEMOLITICA DE Pp.Cp-PLC
El Pp.Cp-PLC evidencié una actividad hemolitica de 512 u.a.h./mL ¢ 1030

u.a.h./mg.

4.4.2. ACTIVIDAD CITOPATICA EN CELULAS HEp-2 DE Pp.Cp-PLC

La actividad citopética del Pp.Cp-PLC en células HEp-2 fue evaluada a partir de
una serie de diluciones del purificado (1/10 [25.6 u.a.y/mL.], 1/20 [12.8
u.a.y/mL.], 1/40 [6.4 u.a.y./mL], 1/80 [3.2 u.a.y./mL], 1/160 [1.6 u.a.y./mL],
1/320 [0.8 u.a.y./mL]) en PBS 1 X (pH 7.4). Los cambios evidenciados
consistieron desde una severa despoblacion celular (efecto citotoxico) a
concentraciones superiores a 25.6 u.a.y./mL de Pp.Cp-PLC (Figura 4.4.A) hasta
alteraciones en la morfologia celular (efecto -citopatico), principalmente
alongamiento celular como “agujillas”, a concentraciones de 12.8 a 0.8
u.a.y./mL. de Pp.Cp-PLC (Figura 4.4.B, C, Dy E).
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Figura 4.4. Cambios citopaticos en la linea de células HEp-2 desafiadas con distintas concentraciones de
Pp.Cp-PLC. Células desafiadas con 25.6 (A), 12.8 (B), 6.4(C), 3.2 (D), 1.6 (E), 0.8 (F) y 0 (G) u.a.y/mL
de Pp.Cp-PLC. Las puntas de las flechas sefialan a las células en forma alongada “agujillas”, y los
asteriscos (*) indican a las células normales en forma estrellada. Pp.Cp-PLC: Parcialmente purificado de
la Cp-PLC obtenido de la saturacion del extracto crudo con 50% de sulfato de amonio y concentrado por
ultrafiltracion.
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Asi, concentraciones de 25.6 u.a.y./mL tuvieron un claro efecto
citotoxico (0.6% celularidad), los cuales conforme fueron reduciéndose también
lo hacia el porcentaje de citopatogenicidad (de 62.4% a 17.9%) e incrementaba
el porcentaje de celularidad (hasta cerca de 75%) (Cuadro 4.3 y Figura 4.5).

4.4.3. ACTIVIDAD DE AGREGACION PLAQUETARIA DE Pp.Cp-PLC

El Pp.Cp-PLC posey0 actividad de agregacion plaquetaria en un valor del 80%
en relacion al producido por el ADP (Figura 4.6).

4.4.4. ACTIVIDAD LETAL DE Pp.Cp-PLC

La actividad letal en ratones del Pp.Cp-PLC fue evaluada empleando una serie
de diluciones del purificado (1/5 [25.6 u.a.y.], 1/10 [12.8 u.a.y], 1/15 [9.6 u.a.y.],
1/20 [6.4 u.a.y.], 1/40 [3.2 u.a.y.], 1/80 [1.6 u.a.y.], 1/160 [0.8 u.a.y.], 1/320 [0.4
u.a.y.]) en PBS 1 X (pH 7.4). Los resultados estan resumidos en el Cuadro 4.4,
mostrando que cantidades iguales o superiores a 9.6 u.a.y. de Pp.Cp-PLC
provocaron la muerte de los animales dentro de las 24 horas post-inoculacion.
Mientras que los animales inoculados con cantidades entre 6.4 y 3.2 u.a.y de
Pp.Cp-PLC no murieron pero si mostraron severos signos de depresion, ataxia
de los miembros posteriores y disnea respiratoria dentro de las 24 horas post-
inoculacion. Los animales inoculados con cantidades inferiores a 3.2 u.a.y sélo
evidenciaron ligeros signos clinicos. Por ello, la actividad letal del Pp.Cp-PLC

fueron cantidades iguales ¢ superiores a 3.2 u.a.y. 0 6.2 ug de Pp.Cp-PLC.
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Cuadro 4.3. Porcentaje de citopatogenicidad y celularidad en linea celular HEp-2 desafiadas con distintas concentraciones de Pp.Cp-PLC

CONCENTRACION DE Pp.Cp- CELULAS HEp-2 >

DILUCION DE PLC PORCENTAIJE PORCENTAJE
Pp.Cp-PLC Tyt - N°Células  N°Células  N°Células  CITOPATOGENICIDAD®  CELULARIDAD’
normales alongadas totales

PBS - - 19.14 0.4 19.54 20% 100 %
1:10 25.6 49.6 0.09 0.02 0.11 18.2% 0.6 %
1:20 12.8 24.8 4.26 7.07 11.33 62.4% 58.0 %
1:40 6.4 12.4 2.68 10.2 12.88 79.2% 65.9 %
1:80 3.2 6.2 5.4 8.6 14 61.4% 71.7 %
1:160 1.6 3.1 9.01 5.75 14.76 39.0% 75.6 %
1:320 0.8 1.6 11.65 2.54 14.19 17.9% 72.7 %

(1) Pp.Cp-PLC: Parcialmente purificado de la Cp-PLC obtenido de la saturacion del extracto crudo con 50% de sulfato de amonio y concentrado por ultrafiltracion. Las diluciones fueron realizadas
seriadamente en PBS.

(2) La actividad lecitinasa del Pp.Cp-PLC fue determinada segtin el método directo descrito por Karasawa et al. (2003) y expresado en unidades arbitrarias yema de huevo (u..a.y.) por mL.

(3) El namero de células corresponde al nimero promedio de células normales, alongadas y totales encontradoas por campo visual microscépico a 40X.

(4) El porcentaje de citopatogenicidad en linea celular HEp-2 desafiadas con distintas concentraciones de Pp.Cp-PLC fue obtenido de la razén entre el nimero de células alongadas y totales
multiplicadas por 100.

(5) El porcentaje de celularidad en linea celular HEp-2 desafiadas con distintas concentraciones de Pp.Cp-PLC fue calculada en relacion a la poblacion control (PBS) como 100% de celularidad
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Figura 4.5. Porcentaje de citopatogenicidad y celularidad en linea celular HEp-2 desafiadas con distintas concentraciones de Pp.Cp-PLC
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Figura 4.6. Actividad de agregacion plaquetaria de Pp.Cp-PLC. ler Canal azul y 1ler Canal negro, Control positivo (ADP); 2do Canal azul, Control negativo
(PBS); 2do Canal negro, Pp.Cp-PLC.

74



Cuadro 4.4. Actividad letal en ratones por diferentes concentraciones de Pp.Cp-PLC.

DILUCION DE CONCENTRACION DE Pp.Cp-PLC MUERTE? TIEMPO DE MUERTE POST- SIGNOS ®
Pp.Cp-PLC uay. ug INOCULACION (Hrs)

PBS 0 0 No - Ninguno

1:5 25.6 49.6 Si 3.5(2.5-4.5) Severo
1:10 12.8 24.8 Si 10 (8-12) Severo
1:15 9.6 18.6 Si 18 (16 -20) Severo
1:20 6.4 12.4 No - Severo
1:40 3.2 6.2 No - Severo
1:80 1.6 3.1 No - Moderado
1:160 0.8 1.6 No - Leve
1:320 0.4 0.8 No - Ninguno

(1) Pp.Cp-PLC: Parcialmente purificado de la Cp-PLC obtenido de la saturacion del extracto crudo con 50% de sulfato de amonio y concentrado por ultrafiltracion. Las
diluciones fueron realizadas seriadamente en PBS.

(2) Laactividad letal de los sobrenadantes bacterianos fue evaluada en ratones usando la via intraperitoneal

(3) Los signos o desordenes neurolégicos fueron incoordinacion, ataxia, paralisis temblores musculares o convulsiones, los cuales fueron clasificados de acuerdo a su severidad
en leve, moderado y severo. Una reaccion positiva a letalidad se consider6 como punto final de sobrevivencia el inicio de un severo desorden neurolégico.



4.4.5. ACTIVIDAD ENTEROTOXICA DE Pp.Cp-PLC

La actividad enterotdxica del Pp.Cp-PLC fue evaluada empleando una serie de
diluciones del purificado (1/4 [32 u.a.y.], 1/8 [16 u.a.y], 1/16 [8 u.a.y.], 1/32 [4
u.a.y.] y 1/64 [2 u.a.y.]) en BBI (pH 7.4). En todas ellas, el Pp.Cp-PLC mostr6
poseer capacidad de acumulacion de fluido intestinal, el cual estuvo relacionado

proporcionalmente a la concentracion de la toxina (Figura 4.7, 4.8 y Cuadro 4.5).

Histologicamente, lesiones degenerativas y/o necroticas a nivel de la
mucosa, submucosa y serosa intestinal no fueron evidenciadas en ninguna de las
AIL desafiadas con diferentes concentraciones de Pp.Cp-PLC (Figura 4.9). En
algunos casos (segun el grado de concentracion de Pp.Cp-PLC), las vellosidades
intestinales fueron escazas y poco profundas debido basicamente al efecto de
distensién intestinal. Por otra parte, a nivel de la submucosa y la serosa se
encontré infiltracibn y migracion de polimorfonucleares hacia serosa,
posiblemente por las lesiones causadas por la manipulacion y dafio mecanico

propia de la técnica empleada.

En resumen, las propiedades bioldgicas del la Cp-PLC obtenidas en el presente
estudio (Pp.Cp-PLC), y graficados en la Figura 4.10, nos indican el éxito que tuvo la

metodologia de purificacién empleada.
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Figura 4.7. Imagen macroscépica de AlLs inoculadas con diferentes concentraciones de Pp.Cp-PLC. Asas intestinales inoculadas con 32 u.a.y (AlLs 1y 2), 16
uay. (AlLs3y4),8u.ay. (AlLs5y6), 4 u.ay. (AlLs 7y 8), 2 u.a.y. (AlLs 9 y10) y O u.a.y. (AlLs 11, 12 y 13) de Pp.Cp-PLC. AlL: asas intestinales ligadas
en conejo. Pp.Cp-PLC: Parcialmente purificado de la Cp-PLC obtenido de la saturacion del extracto crudo con 50% de sulfato de amonio y concentrado por

ultrafiltracién. u.a.y.: Unidades arbitrarias yema de huevo
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Cuadro 4.5. Actividad enterotéxica de diferentes concentraciones de Pp.Cp-PLC en asa intestinal ligada de conejos

CONCENTRACION ACUMULACION DE FLUIDO INTESTINAL LESIONES EN AIL*
DILUCION DE DE Pp.Cp-PLC (Volumen (mL)/Longitud (cm) de AlL) 2 SIGNOS
1 3
i u.a A B Media SD NS Distension Integridad
Ve HE intestinal
BBI 0 0 0.09 0.00 0.05 0.063 Ninguno Ninguna Ninguna
1:4 32 62 0.34 0.60 0.47 0.183 Ninguno Severa Moderada
1:8 16 31 0.49 0.25 0.37 0.170 Ninguno Severa Leve
1:16 8 15.5 0.21 0.13 0.17 0.056 Ninguno Moderada Leve
1:32 4 7.8 0.25 0.16 0.21 0.064 Ninguno Moderada Leve
1:64 2 3.9 0.2 0.11 0.16 0.064 Ninguno Leve Leve

(1) Pp.Cp-PLC: Parcialmente purificado de la Cp-PLC obtenido de la saturacion del extracto crudo con 50% de sulfato de amonio y concentrado por ultrafiltracion. Las diluciones
fueron realizadas seriadamente en Buffer Borato Isotonico (BBI).

(2) La acumulacion de fluido intestinal de Pp.Cp-PLC fue determinada segun la prueba de asa intestinal ligada en conejo descrito en el presente estudio. Se calcul6 en forma
duplicada para cada dilucién, obteniéndose la media + la desviacion estandar (SD).

(3) En los animales inoculados fue evaluado la presencia de signos clinicos para determinar si la Pp.Cp-PLC ha sido absorbido generando algin desorden sistémico.

(4) Las lesiones en AlL fueron evaluadas macroscopicamente por la distencion intestinal producto de la acumulacién de fluido y microscépicamente por la composicién e integridad
celular de la mucosa intestinal
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Figura 4.9. Imagenes histoldgicas de las AIL inoculadas con diferentes concentraciones de Pp.Cp-PLC.
AIL inoculada con 32 (A), 16 (B), 8 (C), 4 (D), 2 (E) y O (F) u.a.y. de Pp.Cp-PLC (Coloracién HE, 10 X).
Notese la reduccion gradual de las vellosidades intestinales de acuerdo a la concentracion de toxina
inoculada, debido a la acumulacidn de fluido intestinal. Nétese la integridad de la mucosa intestinal de
AIL inoculadas tanto con 32 (G) y 0 (H) u.a.y. de Pp.Cp-PLC (Coloracién HE, 40X).
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Figura 4.10. Limite de deteccion de las actividades bioldgicas del Pp.Cp-PLC.
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4.5. CARACTERIZACION TOXIGENICA DE AISLADOS DE C.
perfringens DE CASOS DE ENTEROTOXEMIA EN ALPACAS
ASOCIADOS A LA PRODUCCION DE Cp-PLC

45.1. ACTIVIDAD LECITINASA DE LOS AISLADOS DE C. perfringens

La evaluacion de la capacidad de produccion de Cp-PLC (niveles de actividad
lecitinasa) de los aislados nos muestra diferencias entre ellos, los cuales se
encuentran descritos en el Anexo 2 y Figura 4.11. Para efectos mas didacticos y
comparativos del estudio, de aqui en adelante la codificacion de los aislados sera
reemplazada por otro teniendo en consideracion el estado bacteriano, el subtipo
y la capacidad de produccion de Cp-PLC (segun Anexo 2). Asi se iniciara con
las siglas: Ev-, aislado en estado vegetativo genotipo A subtipo cpecpb?2’;
Ev(B2)-, aislado en estado vegetativo genotipo A subtipo cpecpb2®, Es-, aislado
en estado esporulado genotipo A subtipo subtipo cpe'cpb2’; y Es(B2)-, aislado en
estado esporulado genotipo A subtipo cpe'cpb2™.Y continuara con:-N°a, nimero
de aislado de alta capacidad de produccion de Cp-PLC; -N°m, numero de
aislado de mediana capacidad de produccion de Cp-PLC; -N°b y namero de

aislado de baja capacidad de produccion de Cp-PLC.

Asi encontramos 5 aislados con alta, 4 aislados con mediana y 15 aislados
con baja capacidad de produccion de Cp-PLC. Analizadndolos segln su estado
bacteriano (ver Cuadro 4.6 y Figura 4.12), tenemos que en el estado vegetativo
el 41.6% (5/12 aislados) posee alta capacidad de produccion de Cp-PLC, el 25%
(3/12 aislados) posee mediana capacidad de produccion de Cp-PLC y el 33.3%
(4/12 aislados) posee baja capacidad. Mientras, que en el estado esporulado casi
la totalidad (91.6%; 11/12 aislados) de aislados poseen baja capacidad de
produccion de Cp-PLC.
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Figura 4.11. Actividad lecitinasa de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas. Cada barra corresponde a la media + desviacion estandar
(SD) de las actividades lecitinasas de cada uno de los aislados expresados en unidades arbitrarias (u.a.) por mL. Los aislados se clasificaron en base a su capacidad

de produccién de Cp-PLC en baja (< 1 u.a./mL), mediana (1-3 u.a./mL) y alta (> 3 u.a./mL) capacidad.
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Cuadro 4.6. Distribucidn de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas segin su capacidad de produccion de Cp-PLC y

estado bacteriano y subtipo

CAPACIDAD DE 2 3
) VEGETATIVO ESPORULADO AISLADOS
PRODUCCION DE Cp- TOTAL TOTAL
pLC? cpecpb2’®  cpecpb2” 3 cpe cpb2 cpe’cpb2” TOTALES
2 2 4 8 3 11 15
BAJA
(20%) (100%) (33.3%) (100%) (75%) (91.6%) (62.5%)
3 3 1 1 4
MEDIANA - -
(30%) (25%) (25%) (8.4%) (16.6%)
5 5 5
ALTA - - - -
(50%) (41.6%) (20.8%)

()]
@
(©)]
4

La capacidad de produccién de Cp-PLC por los aislados, clasificacion realizada en base a su actividad lecitinasa: baja (< 1 u.a./mL), mediana (1-3 u.a./mL) y alta (> 3
u.a./mL).

El estado vegetativo fue considerado en base a su caracteristica de crecimiento, morfologia de la colonia y celular. A la coloracién Gram se evidencian bacilos gruesos y
cortos de color azul intenso, sin presencia de esporas.

El estado esporulado fue considerado en base a su caracteristica de crecimiento, morfologia de la colonia y celular. A la coloracion Gram se evidencian bacilos delgados y
largos de color rosaceo, se pueden evidenciar facilmente las endosporas dentro de ellas.

Aislados del genotipo A (poseen el gen plc [Cp-PLC]), que poseen el gen cpb2 (toxina p2) pero carecen del gen cpe (CPE).

(5) Aislados del genotipo A (poseen el gen plc [Cp-PLC]), que carecen de los genes cpb2 (toxina 2) y cpe (CPE).
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Figura 4.12. Porcentajes de aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas de baja, mediana y alta capacidad de produccién de Cp-
PLC distribuidos segln su estado bacteriano.
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Analizando los aislados en relacion al subtipo (Cuadro 4.6), el 50% (5/10
aislados), 30% (3/10 aislados) y 20% (2/10 aislados) de aislados con subtipo
cpe'cpb2” en estado vegetativo presentan alta, mediana y baja capacidad de
produccion de Cp-PLC, respectivamente; mientras que en su estado

esporulado el 100% (8/8 aislados) presentd una baja capacidad.

Por otro lado, las cepas con subtipo cpe'cpb2* tanto en estado vegetativo
como en estado esporulado tuvieron baja capacidad de produccion de Cp-
PLC con porcentajes de 100% (2/2 aislados) y 75% (3/4 aislados),

respectivamente.

45.2. PERFILES ELECTROFORETICOS DE LOS AISLADOS DE C.

perfringens

A partir de los diferentes perfiles electroforéticos SDS-PAGE de los
sobrenadantes de los aislados de C. perfringens de casos en enterotoxemia
(Ver Figuras 4.14, 4.15, 4.16) se pudo establecer un patron electroforético. El
patrén obtenido (Figura 4.13) es producto de la presencia de 16 0 mas
diferentes exoproteinas bacterianas (presentes en cantidades suficientes para
ser detectadas), las cuales son evidenciadas como 16 bandas proteicas: banda
1 (>97 KDa), banda 2 (~97 KDa), banda 3 (~85 KDa), banda 4 (~66 KDa),
banda 5 (~60 KDa), banda 6 (~57 KDa), banda 7 (~55 KDa), banda 8 (~48
KDa), banda 9 (~46 KDa), banda 10 (~43 KDa), banda 11 (~40 KDa), banda
12 (~37 KDa), banda 13 (~33 KDa), banda 14 (~31 KDa), banda 15 (~29
KDa) y bandal6 (~27 KDa).

Los perfiles electroforéticos fueron evaluados y comparados entre ellos
(ver Cuadro 4.7), logrando ser evidenciados adecuadamente en aquellos con

concentraciones proteicas superiores a 40 pg/mL.

Cada uno de los aislados revel6 un distinto perfil electroforético. Asi de
acuerdo al patron electroforético establecido, las bandas 9, 10, 11, 12 y 14
estuvieron presentes en todos los perfiles (en diferente intensidad) tanto en su
estado vegetativo como esporulado. Mientras que las bandas 3, 8, 13 y 16

estuvieron presentes sélo en los perfiles en estado vegetativo.
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Figura 4.13. Patron electroforético SDS-PAGE de los sobrenadante de C. perfringens aislados de casos

de enterotoxemia en alpacas. El patrdn esta constituido por 16 bandas proteica de diferentes pesos

moleculares: banda 1 (>97 KDa), banda 2 (~97 KDa), banda 3 (~85 KDa), banda 4 (~66 KDa), banda 5

(~60 KDa), banda 6 (~57 KDa), banda 7 (~55 KDa), banda 8 (~48 KDa), banda 9 (~46 KDa), banda
(~43 KDa), banda 11 (~40 KDa), banda 12 (~37 KDa), banda 13 (~33 KDa), banda 14 (~31 KDa),
banda 15 (~29 KDa) y bandal6 (~27 KDa). MPM; Marcador de peso molecular.

10
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97KDa

66 KDa

30KDa

Figura 4.14. Perfiles electroforéticos SDS-PAGE de los sobrenadantes de aislados de C.
perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas en estado vegetativo genotipo A subtipo cpe’

cpb2’. MPM, Marcador de peso molecular.

97KDa

66KDa

45KDa

30KDa

Figura 4.15. Perfiles electroforéticos SDS-PAGE de los sobrenadantes de aislados de C.
perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas en estado esporulado genotipo A subtipo cpe’

cpb2. MPM, Marcador de peso molecular.
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97 KDa

66KDa

45KDa

30KDa

Figura 4.16. Perfiles electroforéticos SDS-PAGE de los sobrenadantes de aislados de C.
perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas en estado vegetativo y esporulado genotipo A

subtipo cpe'cpb2+. MPM, Marcador de peso molecular.

La presencia de la Cp-PLC no logro ser establecida puesto que los
aislados con alta capacidad de produccion de Cp-PLC no se evidenciaron
bandas cercanas a 43 KDa correspondientes a Cp-PLC (debido a su baja
concentracion proteica) y mientras que si estuvieron presentes en aislados de
baja capacidad de produccién de Cp-PLC (banda 10 y 11). Légicamente

ninguna de estas bandas correspondio a la Cp-PLC.

4.5.3. ACTIVIDAD HEMOLITICA DE LOS AISLADOS DE C. perfringens

La actividad hemolitica de los diferentes aislados fue variable (ver Anexo 3y
Figura 4.17). Asi, los aislados en estado vegetativo tuvieron una actividad
hemolitica promedio (26.25 = 29.1 u.a.h./mL) superior a la obtenida en los
aislados esporulados (1.2 + 1.64 u.a.h./mL) (Cuadro 4.8 y Figura 4.18)
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Cuadro 4.7. Patron electroforético SDS-PAGE de aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas.

Concentracion

BANDAS ELECTROFORETICAS

AISLADO proteica 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
(p.g/mL) ' >97 KDa ~97 KDa ~ 85 KDa ~ 66 KDa ~ 60 KDa ~57 KDa ~55 KDa ~48 KDa ~46 KDa ~43 KDa ~40 KDa ~37 KDa ~33 KDa ~31 KDa ~29 KDa ~27 KDa
Ev-1a 15.9 - - - - - - - - - - - - - - - -
Ev-2a 93.8 N - D N D N D D N D F D N N N -
Ev-3a 17.7 - - - - - - - - - - - - - - - -
Ev-4a 3.5 - - - - - - - - - - - - - - - -
Ev-5a 31.8 - - - - - - - - - - D - - D - -
Ev-1m 0 - - - - - - - - - - - - - - - -
Ev-2m 222.9 N D D N D N N N N F F N N N N N
Ev-3m 88.5 - N F F -
Ev-1b 33.6 NO REALIZADO
Ev-2b 58.4 N - - D D N D D F F N N N N N
Ev(B2)-1b 14.2 - - - - - - - - D D - - - - -
Ev(B2)-2b 56.6 N N N N D F - - F F D N - N
Es-1b 23.0 - - - - - - - D D D - N -
Es-2b 15.9 NO REALIZADO
Es-3b 116.8 N - - F F F F - F F -
Es-4b 38.9 - - - F F F F - N N -
Es-5b 56.6 - - - - - - - - D D D D - D D -
Es-6b 31.8 - - - - - - - - D D D D - D D -
Es-7b 3.5 NO REALIZADO
Es-8b 44.2 NO REALIZADO
Es(B2)-1m 61.9 - D - N N D D - N N N N - N N -
Es(B2)-1b 19.5 - - - - - - - - - - - - - - - -
Es(B2)-2b 44.2 - N - D N D N - F F N N - N N -
Es(B2)-3b 123.8 D D D D F - N - N F F N N N

(1) Laconcentracién de proteinas fue determinada por el método de Bradford segiin la metodologia descrita en el presente estudio. D = Banda de intensidad débil, N = Banda de intensidad normal, F = Banda de

intensidad fuerte, (-) = No se observé ninguna banda.
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Figura 4.17. Actividades hemolitica y lecitinasa de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas.
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Cuadro 4.8. Actividades hemoliticas' de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas analizados segtin capacidad de produccién de Cp-
PLC y estado bacteriano y subtipo.

CAPACIDAD DE VEGETATIVO * ESPORULADO *
PRODUCCION DE Cp- TOTAL
pPLC? SOy | -, +6 S -t
cpe cpb2 cpe cpb2 TOTAL cpe cpb2 cpe cpb2 TOTAL

ALTA 24+£8.4 - 24+8.4 - - - 24+8.4
MEDIANA 32+24.8 - 32+ 24.8 - 0+00 0+0 24 +25.7
BAJA 49.5 +59.7 0+0 24,75 +47.2 1.8+1.7 0+0 131+1.7 7.6 +25.5

TOTAL 31.5+£29.3 00 26.25+29.1 1.8+1.7 00 1.2+1.64 13.7 1240

(1) Laactividad hemolitica de los sobrenadantes bacterianos fue determinada segun la metodologia descrita por Titball et al. (1989) y expresada en unidades arbitrarias hemoliticas (u.a.h.) por
mL. Se calcul6 en forma duplicada para cada aislado, obteniéndose la media y la desviacion estandar de las medias (SD).
(2) Lacapacidad de produccion de Cp-PLC por los aislados, clasificacion realizada en base a su actividad lecitinasa: baja (< 1 u.a./mL), mediana (1-3 u.a./mL) y alta (> 3 u.a./mL).

(3) El estado vegetativo fue considerado en base a su caracteristica de crecimiento, morfologia de la colonia y celular. A la coloracién Gram se evidencian bacilos gruesos y cortos de color
azul intenso, sin presencia de esporas.

(4) El estado esporulado fue considerado en base a su caracteristica de crecimiento, morfologia de la colonia y celular. A la coloracién Gram se evidencian bacilos delgados y largos de color
rosaceo, se pueden evidenciar facilmente las endosporas dentro de ellas.

(5) Aislados del genotipo A (poseen el gen plc [Cp-PLC]), que poseen el gen cpb2 (toxina $2) pero carecen del gen cpe (CPE).

(6) Aislados del genotipo A (poseen el gen plc [Cp-PLC]), que carecen de los genes cpb2 (toxina p2) y cpe (CPE).
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Figura 4.18. Actividad hemolitica de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas relacionados segun su capacidad de produccién de Cp-
PLC y su estado bacteriano. Cada barra representa la media + la desviacion estandar (SD) de la actividad hemolitica de los sobrenadantes
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Analizando los aislados en estado vegetativo no se observa una
predominancia de la actividad hemolitica en los grupos de alta capacidad de
produccion de Cp-PLC, obteniéndose valores de actividades hemoliticas de
24 £ 8.4 u.a.h./mL, 32 £ 24.8 u.a.h./mL y 24.75 £ 47.2 para aislados de alta,
mediana y baja capacidad de produccién de Cp-PLC, respectivamente (Figura
4.18). Siendo por el contrario, los aislados de baja capacidad de produccién
de Cp-PLC aislados subtipo cpe'cpb2” los que poseyeron la mayor actividad
hemolitica (49.5 %= 59.7 u.a.h./mL) (Cuadro 4.8). Al parecer, otras
hemolisinas diferentes a la Cp-PLC serian las responsables de estos

resultados.

Por otro lado, la presencia del gen cpb2 podria estar asociada a la
ausencia de expresion de Cp-PLC, puesto que aislados con subtipos cpe
cpb2” tanto en su estado esporulado como vegetativo no evidenciaron
actividad hemolitica alguna (0 u.a.h./mL) mientras que el subtipo cpe’cpb2 si
registro actividades de 31.5 £ 29.26 u.a.h./mL y 1.8 + 1.72 u.a.h./mL para el
estado vegetativo y esporulado, respectivamente (Cuadro 4.8).

454 ACTIVIDAD PERFRINGOLISINA DE LOS AISLADOS DE C.
perfringens

La determinacion de la actividad perfringolisina de los diferentes aislados
(Anexo 4 y Figura 4.19) fue realizada para evaluar la expresion de la
perfringolisina, la cual pueda explicar las diferencias de actividad hemolitica
de los aislados descritos en el capitulo anterior.

Como fue esperado los aislados en estado vegetativo tuvieron una
actividad perfringolisina promedio (> 96 + 56.32 u.a.h./mL [promedio
obtenido asumiendo valores de >128 u.a.h./mL como 128 u.a.h./mL]) muy
superior a la encontrada en los aislados en estado esporulado (0.92 + 0.97
u.a.h./mL) (ver Cuadro 4.9 y Figura 4.20).
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Figura 4.19: Actividades perfringolisina y lecitinasa de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas.



Cuadro 4.9: Actividades perfringolisina® de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas analizados segtin capacidad de produccién de
Cp-PLC y estado bacteriano y subtipo.

CAPACIDAD DE VEGETATIVO * ESPORULADO *
PRODUCCION DE TOTAL
Cp-PLC? -5 - 46 S —_—
cpe cpb2 cpe cpb2 TOTAL cpe cpb2 cpe cpb2 TOTAL
ALTA >128 0 - >128 0 - - 00 >128 £ 0
MEDIANA >128 0 - >128 0 - 040 00 96 + 59.25
BAJA 65+ 72.4 0£0 32.5 +58.95 1.38£0.88 0£0 1+0.98 9.4 £32.25
TOTAL >115.4 +38.78 0+0 >96 + 56.32 1.384£0.88 0+0 0.92 £ 0.97 48.54 + 62.2

(1) Laactividad perfringolisina de los sobrenadantes bacterianos fue determinada segln la metodologia descrita por Fisher et al. (2006) y expresada en unidades arbitrarias hemoliticas
(u.a.h.) por mL. Se calculé en forma duplicada para cada aislado, obteniéndose la media y la desviacion estandar de las medias (SD). Valores obtenidos asumiendo el valor >128 u.a.h/mL
como 128 u.a.h./mL.

(2) Lacapacidad de produccion de Cp-PLC por los aislados, clasificacion realizada en base a su actividad lecitinasa: baja (< 1 u.a./mL), mediana (1-3 u.a./mL) y alta (> 3 u.a./mL).

(3) El estado vegetativo fue considerado en base a su caracteristica de crecimiento, morfologia de la colonia y celular. A la coloracién Gram se evidencian bacilos gruesos y cortos de color
azul intenso, sin presencia de esporas.

(4) El estado esporulado fue considerado en base a su caracteristica de crecimiento, morfologia de la colonia y celular. A la coloracién Gram se evidencian bacilos delgados y largos de color
rosaceo, se pueden evidenciar facilmente las endosporas dentro de ellas.

(5) Aislados del genotipo A (poseen el gen plc [Cp-PLC]), que poseen el gen cpb2 (toxina p2) pero carecen del gen cpe (CPE).

(6) Aislados del genotipo A (poseen el gen plc [Cp-PLC]), que carecen de los genes cpb2 (toxina B2) y cpe (CPE).
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Figura 4.20. Actividad perfringolisina de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas relacionados segun su capacidad de produccion de
Cp-PLC y su estado bacteriano. Cada barra representa la media + la desviacion estandar (SD) de la actividad perfringolisina de los sobrenadantes
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El analisis de los aislados segun estado bacteriano (Figura 4.20 y Cuadro
4.9) revela una marcada produccién de la perfringolisina por los aislados en
estado vegetativo con promedios de actividad de >128 + 0 u.a.h./mL, >128 +
0 u.a.h/mL y 32 £ 58.95 u.a.h./mL para aislados de alta, mediana y baja
capacidad de produccion de Cp-PLC, respectivamente; mientras que los
aislados en estado esporulado mostraron casi una ausente produccion de
perfringolisina (0.95 + 0.97 u.a.h./mL). Estos resultados evidencian una clara

relacion entre los niveles de produccion de perfringolisina 'y la Cp-PLC.

Interesantemente los aislados con subtipos cpe’cpb2™ no evidenciaron la
produccion de perfringolisina (0 u.a.h./mL) ni en su estado vegetativo ni
esporulado, mientras que el subtipo cpe’cpb2 si registro actividades de 115.4
+ 38.8 uah/mL y 1.4 £ 0.9 u.ah./mL para los estado vegetativo y
esporulado, respectivamente (Cuadro 4.9). Al parecer, la presencia del gen
cpb2 también podria estar asociada a la ausencia de expresion de la
perfringolisina como se vio anteriormente con la Cp-PLC.

Analizando los resultados del presente capitulo y del capitulo anterior
(Figura 4.21), observamos que la actividad perfringolisina de los aislados fue
decreciendo conforme fue reduciéndose su capacidad de produccién de Cp-
PLC; mientras que la actividad hemolitica de los aislados fue variable
encontrando curiosamente mayores actividades en los aislados de baja y
mediana capacidad de produccion de Cp-PLC. La actividad hemolitica
determinada en el presente estudio fue disefiada para la deteccion especifica
de Cp-PLC, puesto que emplea eritrocitos de ovino cuya composicion de
membrana celular es rica en fosfolipidos blanco y, ademas, incluye una etapa
de incubacién hot-cold especifica para la toxina. Al parecer, estos aislados
(mediana y baja capacidad de produccion de Cp-PLC) estarian expresando

otras toxinas con actividad hemolitica similar a Cp-PLC.
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Figura 4.21. Actividades hemolitica y perfringolisina de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas en estado vegetativo relacionados a
su capacidad de produccion de Cp-PLC. Cada barra representa la media * la desviacion estandar (SD) de la actividad hemolitica 6 perfringolisina de los

aislados.
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4.5.5 ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LOS AISLADOS DE C. perfringens

La actividad citotoxica de los aislados en linea de células HEp-2 fue
evidenciada por el despoblamiento celular y alteraciones en su morfologia
(Figura 4.22). Esta actividad fue variable en los diferentes aislados y estuvo
relacionada al estado bacteriano, subtipo y capacidad de produccion de Cp-
PLC (ver Anexo 5 y Figura 4.23). Asi, el 75% de aislados en estado
vegetativo presentd actividad citotoxica contrastando con el 0.1% presentado

por los aislados en estado esporulado (Cuadro 4.10 y Figura 4.24).
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Figura 4.22.Actividad citotoxica en linea células HEp-2 por los aislados de C. perfringens de
casos de enterotoxemia en alpacas. (A) Células no desafiadas con sobrenadante de aislado
bacteriano; (B y C) células desafiadas con sobrenadantes de aislado bacteriano con actividad
citotdxica, ndtese el despoblamiento celular y alteracion de la morfologia celular; (D) células
desafiadas con sobrenadante de aislado bacteriano sin actividad citotdxica.
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Figura 4.23. Actividades citotoxica y lecitinasa de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas
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Cuadro 4.10. Porcentaje de actividad citotéxica® de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas segtn su capacidad de produccién de
Cp-PLC y estado bacteriano y subtipo.

CAPACIDAD DE VEGETATIVO® ESPORULADO*
PRODUCCION DE TOTAL
2 - . - - - -
Cp-PLC cpe cpb2’® cpe cpb2’ © TOTAL cpe cpb2 cpe cpb2” TOTAL

ALTA 100% 0% 100% 0% 0% 0% 100%

(5/5) (0/0) (5/5) (0/0) (0/0) (0/0) (5/5)

66.7% 0% 66.7% 0% 0% 0% 50%

MEDIANA (2/3) (0/0) (2/3) (0/0) (0/1) (0/1) (2/4)

BAIA 50% 50% 50% 0% 33.3% 0.09% 0.2%

(1/2) (1/2) (2/4) (0/8) (1/3) (1/11) (3/15)

TOTAL 80% 50% 75% 0% 25% 0.08% 41.7%
(8/10) (1/2) (9/12) (0/8) (1/4) (1/12) (10/24)

0]

@
©)]

Q]

®)
(6)

La actividad citotdxica de los sobrenadantes bacterianos fue determinada segtin la metodologia descrita en el presente estudio en la linea celular HEp-2. El despoblamiento celular (muerte

celular) fue considerado como una reaccién positiva a citotoxicidad.

La capacidad de produccién de Cp-PLC por los aislados, clasificacién realizada en base a su actividad lecitinasa: baja (< 1 u.a./mL), mediana (1-3 u.a./mL) y alta (> 3 u.a./mL).
El estado vegetativo fue considerado en base a su caracteristica de crecimiento, morfologia de la colonia y celular. A la coloracion Gram se evidencian bacilos gruesos y cortos de color

azul intenso, sin presencia de esporas.

El estado esporulado fue considerado en base a su caracteristica de crecimiento, morfologia de la colonia y celular. A la coloracion Gram se evidencian bacilos delgados y largos de color

rosaceo, se pueden evidenciar facilmente las endosporas dentro de ellas.

Aislados del genotipo A (poseen el gen plc [Cp-PLC]), que poseen el gen cpb2 (toxina 32) pero carecen del gen cpe (CPE).
Aislados del genotipo A (poseen el gen plc [Cp-PLC]), que carecen de los genes cpb2 (toxina p2) y cpe (CPE).
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Porcentaje de actividad citotoxica
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Figura 4.24. Porcentaje de actividad citotdxica de aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas distribuidos segin su capacidad de

produccion de Cp-PLC y su estado bacteriano. .
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El andlisis de los aislados en estado vegetativo (Cuadro 4.10 y Figura
4.24) muestra que el 100%, 66.7% y 50% de los aislados de alta, mediana y
baja capacidad de produccion de Cp-PLC, respectivamente, poseen actividad
citotoxica, mientras los aislados en estado esporulado (96.7% de aislados con
baja capacidad de produccién de Cp-PLC) muestran poco o nada de actividad
citotoxica. Notandose que la actividad citotoxica de los aislados va
reduciéndose progresivamente conforme va decreciendo la capacidad de

produccién de Cp-PLC.

Analizando los aislados segun subtipos (Cuadro 4. 10), el 44.4% (8/18)
de aislados subtipo cpecpb2” y el 33.3% (2/6) de aislados subtipo cpecpb2™
evidenciaron actividad citotoxica: Interesantemente, el 50% (2/4) de aislados
en estado vegetativo con baja capacidad de produccién de Cp-PLC poseyeron
actividad citotdxica y de estos el 50% (1/2) correspondieron al subtipo cpe
cpb2™. Asimismo, el 33.3% (1/3) de aislados subtipo cpecpb2” en estado
esporulado con baja capacidad de produccion de Cp-PLC también poseyeron
actividad citotoxica. Probablemente, en estos aislados la toxina f2 estaria

siendo expresada.

4.5.6. ACTIVIDAD DE AGREGACION PLAQUETARIA DE LOS AISLADOS
DE C. perfringens

Para el ensayo se empled sobrenadantes de aislados de C. perfringens de casos
de enterotoxemia en alpacas de alta (Ev-1a), mediana (Ev-2m) y baja (Ev-1b)
capacidad de produccion de Cp-PLC. En ninguno de ellos se encontro capacidad
de agregacion plaquetaria (Figura 4.25). Al parecer los niveles de Cp-PLC no

fueron los suficientes para desencadenar esta reaccion.
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Figura 4.25. Actividad de agregacion plaquetaria de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas con diferentes capacidad de produccion
de Cp-PLC. 1er Canal azul, control negativo (PBS); ler Canal negro, Control positivo (ADP); 2do Canal azul, Medio BHI; 2do Canal negro, sobrenadante de
aislado de baja capacidad de produccion de Cp-PLC (Ev-1b); 3er Canal azul, sobrenadante de aislado de mediana capacidad de produccién de Cp-PLC (Ev-2m);
3er Canal negro, sobrenadante de aislado de alta capacidad de produccién de Cp-PLC (Ev-1a).
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45.7. ACTIVIDAD LETAL DE AISLADOS DE C. perfringens

Ninguno de los aislados evaluados mostré tener actividad letal en ratones
(Anexo 6). No obstante, los animales inoculados con aislados en estado
vegetativo con alta capacidad de produccién de Cp-PLC evidenciaron moderada
depresion y disnea respiratoria (no suficientes como para ser considerados como

actividad letal). El resto de animales no presentaron signo alguno.

4.5.8. ACTIVIDAD ENTEROTOXICA DE LOS AISLADOS DE C. perfringens

La capacidad de acumulacion de fluido en los diferentes aislados fue muy
variable (ver Anexo 7 y Figura 4.26). Asi, aislados en estado vegetativo tuvieron
una capacidad de acumulacién de fluido promedio (0.18 + 0.13 mL/cm) similar

a la obtenida en aislados esporulados (0.15 + 0.13 mL/cm) (Cuadro 4.11)

Analizando los aislados en estado vegetativo segun la capacidad de
produccion de Cp-PLC notamos que no existe una predominancia de la
capacidad de acumulacion de fluido intestinal en los aislados de alta capacidad
de produccion de Cp-PLC, encontrandose valores de de 0.16 £ 0.09 mL/cm, 0.22
+ 0.2 mL/cm y 0.13 + 0.12 mL/cm para los aislados de alta, mediana y baja
capacidad de produccion de Cp-PLC, respectivamente (Figura 4.27 y Cuadro
4.11). Por el contrario, los aislados en estado vegetativo de mediana capacidad
de produccion de Cp-PLC fueron los que mostraron mayor capacidad de
acumulacion de fluidos (0.29 + 0.13 mL/cm).

Analizando los aislados segun subtipos (Cuadro 4.11), el subtipo cpecpb2’
mostro valores de 0.21 = 0.12 mL/cm y 0.20 £ 0.08 mL/cm en su estado
vegetativo y esporulado, respectivamente, mientras que los aislados con subtipo
cpe’cpb2” no evidenciaron capacidad de acumulacion de fluido intestinal.
Interesantemente, tanto los aislados en estado vegetativo como esporulado con
baja capacidad de produccion de Cp-PLC presentaron capacidad de acumulacion
de fluido intestinal con valores promedios de 0.10 £ 0.12 mL/cm y 0.14 + 0.12

mL/cm, respectivamente.

106



0.7

5 06 -
5
Z |
) 0.5
OE M
=
=
S5 04 -
=2
g2
=
= 0.3 -
el 1 —
ZE -
Z = M
=
T2 02 - 1 -
2
2 B ACTIVIDAD
= LECITINASA
E 01 - - i
z
= 0 ACUMULACION
l I I I I DE FLUIDO
00 7 T T T |._|—I T T T
NGNS AR LT AR I AP R R PP A S a0 P
B A P SR R A & & GGG S G o
& S NS
-0.1

Aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas

Figura4.26. Actividades enterotdxica (evidenciada en la capacidad de acumulacion de fluido intestinal) y actividad lecitinasa de aislados de C. perfringens de casos de
enterotoxemia en alpacas
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Cuadro 4.11: Promedios de acumulacion de fluido intestinal® (relacion volumen/longitud de AIL) de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia
en alpacas segun su capacidad de produccién de Cp-PLC y estado bacteriano y subtipo.

CAPACIDAD DE VEGETATIVO® ESPORULADO*
PRODUCCION DE TOTAL
2

Cp-PLC cpe cpb2’ g cpe cpb2’ 6 TOTAL cpe cpb2 cpe cpb2’ TOTAL
ALTA 0.16 £ 0.09 - 0.16 + 0.09 - - - 0.16 + 0.09
MEDIANA 0.29+0.17 - 0.290.17 - 0.00 + 0.00 0.00 * 0.00 0.220.20
BAJA 0.21+0.01 0.00 + 0.00 0.10+0.12 0.20 £ 0.09 0.00 + 0.00 0.14+0.12 0.13+0.12
TOTAL 0.21+0.12 0.00 + 0.00 0.180.13 0.20+0.09 0.00 + 0.00 0.15£0.13 0.12£0.13

(1) Laacumulacién de fluido intestinal de los sobrenadantes bacterianos fue determinada segin la metodologia descrita en el presente estudio usando la prueba de asa intestinal ligada en
conejos. El valores expresados corresponden a las medias de la razon entre el volumen (mL) de fluido intestinal en el asa intestinal ligado y la longitud (cm) del asa intestinal ligado

acompafados de su respectiva desviacion estandar de las medias (SD).

(2) Lacapacidad de produccion de Cp-PLC por los aislados, clasificacion realizada en base a su actividad lecitinasa: baja (< 1 u.a./mL), mediana (1-3 u.a./mL) y alta (> 3 u.a./mL).
(3) El estado vegetativo fue considerado en base a su caracteristica de crecimiento, morfologia de la colonia y celular. A la coloracién Gram se evidencian bacilos gruesos y cortos de color

azul intenso, sin presencia de esporas.

(4) El estado esporulado fue considerado en base a su caracteristica de crecimiento, morfologia de la colonia y celular. A la coloracién Gram se evidencian bacilos delgados y largos de color

rosaceo, se pueden evidenciar facilmente las endosporas dentro de ellas.

(5) Aislados del genotipo A (poseen el gen plc [Cp-PLC]), que poseen el gen cpb2 (toxina p2) pero carecen del gen cpe (CPE).
(6) Aislados del genotipo A (poseen el gen plc [Cp-PLC]), que carecen de los genes cpb2 (toxina B2) y cpe (CPE).
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Figura 4.27. Capacidad de acumulacion de fluido intestinal de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas distribuidos segun su
capacidad de produccion de Cp-PLC y estado bacteriano.
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Histologicamente, en ninguna de las AlLs inoculadas con sobrenadante
bacteriano se encontraron lesiones degenerativas, necréticas y/o hemorragicas
en la mucosa, submucosa o serosa intestinal (Figura 4.28). En las AIL en donde
se evidenci6 alta capacidad de acumulacion de fluido intestinal, las vellosidades
intestinales se presentaron escazas y poco profundas debido al efecto de
distension intestinal. Por otra parte, en muchas AlL, a nivel de submucosa y
serosa, presentaron infiltracion y migracién de polimorfonucleares hacia serosa,
como consecuencia de las lesiones por la manipulacion y dafio mecanico propias

de la técnica empleada.

La actividad enterotdxica encontrada de los aislados no fue proporcional
a la capacidad de produccion de Cp-PLC. Por el contrario, los aislados con
mediana y baja capacidad de produccién de Cp-PLC presentaron mayor
capacidad de acumulacion de fluidos que los de alta capacidad. Esta capacidad
de acumulacién de fluidos en dichos aislados estaria dada por otras enterotoxinas

presentes en dichos aislados.

"y

Figura 4.28: Imagenes histoldgicas de las asas intestinales ligadas (AIL) inoculadas con
sobrenadante de aislado de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas (HE, 10X). AIL
no desafiada (A), AIL desafiada con aislado con capacidad de acumulacion de fluido intestinal,
notese escazas y poco alargadas vellosidades intestinales debido a la accion mecéanica de la
distencion intestinal, AIL desafiada con aislado sin capacidad de acumulacién de fluido intestinal

(©).
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V. DISCUSION

La enterotoxemia es la enfermedad mas devastadora que afecta a la poblacién de
alpacas en nuestro pais, provocando tasas de mortalidad de hasta 70% en crias alpacas
(Ramirez, 1991). La principal lesion evidenciada es un proceso necrético y/o
hemorragico a nivel de yeyuno e ileon, que desencadena un proceso toxémico seguido
de una muerte subita en la mayoria de los casos (Moro, 1987; Ameghino y DeMartini,
1991). Recientes estudios moleculares del agente causal (C. perfringens) descartan la
participacion de la CPE, la toxina g, la toxina ¢ y la toxina : en la patogénesis de la
enterotoxemia en alpacas pero si sugieren la participacion de la Cp-PLC vy, en algunos
casos, la toxina 2 (Pérez, 2006).

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la participacion de la Cp-PLC
en la induccion de lesiones entéricas relacionadas a la enterotoxemia de las alpacas.
Para ello, se evalud las caracteristicas toxigénicas de la Cp-PLC tanto en su forma
purificada (Pp.Cp-PLC) como en su forma nativa (sobrenadante) a partir de diferentes

aislados de C. perfringens genotipo A obtenidos de casos de enterotoxemia en alpacas.

Los aislados evaluados fueron 24, obtenidos a partir de muestras intestinales de
crias de alpacas muertas por enterotoxemia en diferentes hatos alpaqueros de la sierra
Sur del Pert (Puno, Cusco y Arequipa) durante los afios 2005-2008. De estos aislados,
ninguno (20/20) poseyd el gen codificante de la CPE y una baja proporcion (6/20)
poseyo el gen codificante de la toxina 52 (subtipo cpe-cpb2+). Asimismo, los aislados
fueron agrupados de acuerdo a su estado bacteriano: 12 en estado vegetativo y 12 en
estado esporulado. Estos ultimos evidenciaron dicho estado debido al prolongado
tiempo de almacenamiento a 4° C (aislados pertenecientes a muestreos del afio 2005,

2006, 2007). Nosotros decidimos incluir en el estudio al estado esporulado pues existe
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referencia de la sintesis de enterotoxinas por C. perfringens durante su estado
esporulado (Smedley et al., 2004), ademas de tener antecedentes de hallazgos de

lesiones entéricas en alpacas por células bacterianas esporuladas (Ramirez, 1987).

Entonces para establecer nuestro protocolo de purificacion de Cp-PLC vy la
caracterizacion toxigenica de los aislados de C. perfringens segun su capacidad de
produccion de Cp-PLC (medidos en base a su actividad lecitinasa) fue necesario
primero conocer el comportamiento (curva de crecimiento y sintesis de produccion de
Cp-PLC) de los aislados bajo condiciones in vitro en nuestro laboratorio. Para ello, la
metodologia descrita por Fernandez-Miyakawa et al. (2007a) empleando medio BHI
como medio de crecimiento bacteriano para la mayor sintesis de Cp-PLC mostré ser la
mas eficiente en comparacion con los medios de caldo carne y caldo Lurea Bertani

(Datos no mostrados), como lo encontrado también por el autor.

El periodo de produccion de Cp-PLC en nuestra curva de crecimiento bacteriano
comenzé durante la segunda mitad de la fase exponencial de crecimiento y decrecio
durante la etapa final de la fase estacionaria, similar a lo encontrado por Katayama et al.
(1993), Saayed et al. (2005), Fisher et al. (2006), Fernandez-Miyakawa et al. (2007D).
Asi, nosotros determinamos un periodo de 17 horas como periodo éptimo de incubacion

de la C. perfringens para los ensayos subsiguientes.

La purificacion de Cp-PLC fue establecida a partir del aislado de C. perfringens
de caso de enterotoxemia en alpaca con la mas alta capacidad de produccion de Cp-PLC
(aislado DA6-2008 6 Ev-5a) y empleando la metodologia estandarizada en nuestro
laboratorio. La metodologia implicO una precipitacion por punto isoeléctrico y por
saturacion con sulfato de amonio al 50% seguida de un proceso de ultrafiltracion
(Amicon 10 KDa), mostrando ser econdmica, rapida y facil, y consiguiendo purificar la
Cp-PLC hasta 17 veces y con un rendimiento del 96%. Similares metodologias han sido
empleadas obteniendo hasta 47 veces de pureza y rendimientos del 97% (Hirata et al.,
1995; Komoriya et al., 2007).

La caracterizacién toxicoldgica de nuestro purificado (Pp.Cp-PLC) muestra que
la metodologia de purificacion empleada no dafid estructuralmente a la Cp-PLC,
manteniendo sus actividades lecitinasa (256 u.a.y./mL), hemolitica (512 u.a.h./mL),

citotoxica (concentraciones superiores a 25.6 u.a.y/mL), de agregacion plaquetaria y
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letal (concentraciones superiores de 3.2 u.a.y.). Estas propiedades estan dadas por la
configuracién de su dominio N-terminal formando los sitios activos (actividad lecitinasa
[Guillouard et al., 1996, Alape-Girdn et al., 2000]), por la configuracion de su dominio
C-terminal en donde estan presentes residuos necesarios para la interaccion con las
membranas celulares (actividad citotdxica y hemolitica [Jepson et al., 1999; Nagahama
et al., 2002]), y por la capacidad de la Cp-PLC de desencadenar diversas sefiales de
rutas de transduccion en varios tipos celulares, conduciendo a la incontrolada
produccion de mediadores intercelulares que desencadenan en un estado fatal (actividad

de agregacion plaquetaria y actividad letal [Titball et al., 1991; Stevens, 2000]).

Es importante mencionar, que nosotros sometimos adicionalmente el Pp.Cp-PLC
a subsiguientes etapas de purificacion con métodos de cromatografias de afinidad a
Niquel y de intercambio anionico (Datos no mostrados) encontrando una reduccion de
sus actividades toxigenicas. Esto posiblemente debido a la alteracion de la
configuracién de sus dominios C y N terminal por el empleo de bufferes con altas

concentracion de sales (Imidazol y NaCl).

Demostrada la completa actividad bioldgica de Pp.Cp-PLC se procedié a la
evaluacion de su actividad enterotoxica mediante la prueba de asa intestinal ligada de
conejo estandarizada en nuestro laboratorio. Los resultados muestran que la Cp-PLC
presentd una capacidad de acumulacion de fluido intestinal proporcional a la
concentracion de Pp.Cp-PLC. Al andlisis histoldgico, las AIL desafiadas evidenciaron
un acortamiento de vellosidades y reduccion de criptas intestinales, también
proporcionales a la concentracién de toxina, debido probablemente al efecto mecanico
de distencion ocasionado por la acumulacion de fluido intestinal. Interesantemente, en
ninguna de ellas se logré evidenciar lesiones de necrosis y/o hemorragia en la mucosa y
submucosa intestinal como las descritas en los casos de enterotoxemia en alpacas, a
pesar de haber desafiado con concentraciones de purificado capaces de matar a 10
ratones. Similares resultados también han sido descritos en prueba de asa intestinal en
ovinos (Miyakawa y Uzal, 2005), conejos (Duncan et al., 1968) y ratas (Otamiri et al.,
1989; Sakurai et al., 1990) desafiados con Cp-PLC purificada.

Sear y Kaper (1996) clasifican a las toxinas entéricas bacterianas en
enterotoxinas, citotoxinas y toxinas con actividad neural. Asi una enterotoxina es capaz

de estimular un flujo de secrecion intestinal en uno o mas modelos intestinales sin
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necesidad de tener evidencia histoldgica de dafio intestinal o evidencia de injuria a
células no-eritrociticas en pruebas in vitro. En base a esto, nosotros evidenciamos que la
Cp-PLC (Pp.Cp-PLC), ademas de sus actividades lecitinasa, hemolitica, citotoxica, de

agregacion plaquetaria y letal, se comporta como una enterotoxina.

No obstante, nosotros esperamos encontrar una actividad enterotoxica de Cp-
PLC mas severas. Asi Ginter et al. (1996) evaluando actividades enzimaticas y toxicas
de Cp-PLC purificadas a partir de cepas tipo A aisladas de casos de gangrena gaseosa
(NCTC82387) y de intestino de bovino muerto por enterotoxemia (CER89L43)
encontrd que ambos fueron similares, pero la Cp-PLC de CER89L43 fue mas resistente
a la degradacion con quimiotripsina. Posiblemente esta resistencia refleje diferentes
sitios de produccion y accion de Cp-PLC en tejidos suaves o en intestino (Ginter et al.,
1996).

La absorcion de agua en el tracto digestivo ocurre como consecuencia de
gradientes osmoticos generados por la absorcion activa de iones y otros solutos y
también por hidrostasis pasiva o fuerzas osméticas (Ganong, 1989). La habilidad de una
toxina para reducir la absorcion activa de iones puede ademas reducir la absorcion de
agua, conduciendo a un flujo de secrecion intestinal (Sear y Kaper, 1996). Experimentos
empleando un sistema in vitro de actividad enterotoxica (Camaras de Ussing Chamber)
para medir la red de flujo de agua transepitelial en intestino de ovino revelan que la Cp-
PLC provoca una inhibicién significativa de la absorcién intestinal de agua (Miyakawa
y Uzal, 2005). Asimismo, otro estudio, indica que la Cp-PLC no solo provoca secrecion
electrogénica de aniones, probablemente debida a la estimulacion de secrecion de
cloruros, sino que también disminuye el cotransporte electrogénico Na‘/glucosa de la
mucosa hacia la serosa en intestino delgado de pollos (Rehman et al., 2006). Aungue
estos parametros no fueron evaluados en nuestro estudio esto también estaria

sucediendo en el ileon de conejo.

Otros estudios, en ileon de ratas indican que la Cp-PLC deteriora la funcién de la
barrera mucosa e incrementa la permeabilidad del intestino a indeseables moléculas o
patdgenos por activacion de fosfolipasa A, (Otamiri, 1989). Asi, esta activacion del
metabolismo fosfolipidico también seria evidenciado por el incremento de la
concentracion de Ca** por Cp-PLC desencadenando contracciones del fleon (Sakurai et
al., 1990).
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Demostrado que la Cp-PLC purificada per se no es capaz de producir lesiones
entéricas asociadas a las encontradas en casos de enterotoxemia en alpacas; la
caracterizacion toxigénica de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia
en alpacas asociadas a su capacidad de produccion de Cp-PLC permitié evidenciar si la
interaccion entre la Cp-PLC vy otros factores de virulencia sintetizados por los aislados
en su forma nativa podrian ser capaces de generar lesiones entéricas. Para ello, los
aislados primero fueron analizados en relacién a su capacidad de produccion de Cp-
PLC.

La capacidad de produccion de Cp-PLC fue establecido en base a sus niveles de
actividad lecitinasa, pues el analisis de las secuencias del gen plc (Cp-PLC) muestra alta
homologia y similaridad entre los diferentes tipos (A-E) de C. perfringens, asi como
aislados de animales con o sin enfermedad, sugiriendo que la variacion en la actividad
fosfolipasa entre las diferentes cepas no es debida a una mutacion en la region
codificante de plc sino en una region extragénica (Katayama et al., 1993; Tsutsui et al.,
1995; Sheedy et al., 2004; Effat, 2008; Abildgaard et al., 2008). En todos los cinco tipos
toxigenicos de C. perfringens, el gen plc es situado en el mismo locus, cerca al origen
de replicacion y entre dos operones de rRNA. Esta localizacion es importante pues no
solo es el primero en ser replicado sino que también es el segmento mejor conservado
del genoma (Rood y Cole, 1991).

Nosotros describimos y reportamos por primera vez, la presencia de aislados de
C. perfringens de alta, mediana y baja capacidad de produccion de Cp-PLC de muestras
provenientes de casos de enterotoxemia en alpacas. Similares hallazgos han sido
reportados también en aislados de otras enfermedades en donde la participacion de la
Cp-PLC jugaria un rol muy importante (Tsutsui et al., 1995; Bullifent et al., 1996,
Timbermont et al., 2009).

La capacidad de produccion de Cp-PLC de nuestros aislados varié de acuerdo al
estado bacteriano, subtipo de la bacteria y fuente de muestra. En relacion al estado
bacteriano, los aislados en estado esporulado, como era esperado, mostraron baja
capacidad de produccion de Cp-PLC. Esto debido a que la toxina es sintetizada
principalmente durante la etapa final de la fase logaritmica de crecimiento bacteriano en
su estado vegetativo (Rood y Cole, 1991). En contraste, los aislados en estado
vegetativo mostraron diferentes niveles de produccion de Cp-PLC. Asi, en el subtipo
aislado més frecuentemente reportados en casos de campo (Genotipo A subtipo cpe-
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cpb2-) el porcentaje de aislados de baja capacidad de produccion de Cp-PLC fue sélo
del 20%, mientras que en los de alta y mediana capacidad fueron del 50% y 30%,

respectivamente.

Nosotros también analizamos aislados en estado vegetativo de C. perfringens
(genotipo A subtipo cpe-cpb2-) provenientes de crias de alpacas sanas y de muestras
medio ambientales (dormideros de hatos alpaqueros y bofedales cercanos) encontrando
que cerca del 90% (9/10) de los aislados presentaron baja capacidad de produccién de
Cp-PLC (Datos no mostrados). Lo cual indicaria que son s6lo algunas las cepas (de alta
a mediana capacidad de produccién de Cp-PLC) implicadas en la presentacion de la
enfermedad y que la Cp-PLC tendria participacion en la patogénesis. No obstante,
estudios en enteritis causada por C. perfringens tipo A en otras especies con
presentacion de lesiones entéricas similares a las descritas en enterotoxemia de
mamiferos, muestran que la produccion de Cp-PLC de C. perfringens aislados de
animales enfermos no fue mas alta que la produccién de Cp-PLC de aislados de

animales sanos (Gholamiandekhordi et al., 2006).

Por otro lado, los aislados que transportaron el gen cpb2 (genotipo A subtipo
cpe-cpb2+) mostraron tener baja capacidad de produccién de Cp-PLC, similar a lo
encontrado en aislados genotipo C cpb2+ por Fisher et al. (2006). Este resultado Ilama
mucho la atencidn, pues este subtipo recientemente ha sido reportado en un 13.7% de
los aislados de casos de enterotoxemia de alpacas y ha sugerido la interaccion de la
toxina £2 con la Cp-PLC para desencadenar la enfermedad en las alpacas con mayor
severidad (Pérez, 2006). No obstante, al parecer en este grupo de aislados no seria
necesaria la participacion de Cp-PLC para desencadenar la enfermedad, pero si de la

toxina 2 u otros factores de virulencia asociados o no al gen cpb2 (Jost et al., 2006).

La caracterizacion toxigénica de los aislados de C. perfringens de casos de
enterotoxemia en alpaca brind6 informacion no sélo del comportamiento de la Cp-PLC
sino también de la asociacion con otros factores de virulencia. Asi, los perfiles
electroforéticos de los sobrenadantes de dichos aislados mostraron ser diferentes entre
ellos no encontrandose alguna relacion con su capacidad de produccion de Cp-PLC. En
muchos aislados fue encontrada una banda de aproximadamente 43 KDa (banda 10)
compatible con la Cp-PLC. No obstante, esta banda estuvo presente de manera intensa

en la mayoria de aislados de baja capacidad de producciéon de Cp-PLC y no en las de
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alta capacidad, como seria lo esperado, las cuales por el contrario mostraron un perfil
muy débil. Al parecer, a pesar de que los sobrenadantes fueron concentrados 10 veces,

la cantidad de Cp-PLC no fue la suficiente para ser evidenciada en ellos.

Nosotros logramos establecer un patron perfil para los aislados de C. perfringens
(ver cuadro 4.9) constituido por 16 bandas proteicas, alguna de las cuales podrian
corresponder a las siguientes toxinas y/o enzimas metabdlicas: banda 2 a la
hialuronidasa (97 KDa) (Rood y Cole, 1991), banda 4 a la neuraminidasa de 64 KDa
(Hatheway, 1990), banda 7 a la perfringolisina de 54 KDa (Hatheway, 1990), banda
10 a la toxina delta (42 KDa) 6 a la neuraminidasa H (42.8 KDa) (Hatheway, 1990);
banda 12 a la gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH, enzima glicolitica de 37
KDa) (Kullkarni et al., 2006) ¢ a la toxina lambda (Jin et al., 1996), banda 16 a la
toxina f2 (27 KDa) (Gibert et al, 1997).

Es importante mencionar que el presente estudio no tuvo como objetivo evaluar
la participacion de la toxina 2 en la presentacion de la enfermedad, pero si creemos
conveniente brindar algin aporte o sugerencia que nos permita su comprension en la
patogénesis de la enfermedad. La toxina 2 ha demostrado ser un factor de virulencia
importante en muchos problemas entéricos como enterotoxemia de terneros (Manteca et
al., 2002) y enteritis necrética en cerdos (Schotte et al., 2004). Sin embargo, el gen cpb2
no siempre es expresado, dependiendo del medio de cultivo empleado (medios
especificos suplementados con antibiéticos) (Vilei et al., 2005) y el alelo involucrado:
consensus (casi siempre expresado) @ atipico (pocas veces expresado correctamente)
(Lebrun et al., 2007). Nosotros pudimos evidenciar en pocos aislados cpb2* (2/6) una
proteina de aproximadamente 27 KDa (banda 16), que podria corresponder a la toxina
S2. De confirmarse por inmunobloting, esta posible baja expresion seria debida a
razones ya mencionadas parrafos arriba. No obstante, van Asten et al. (2008) menciona
que los primers empleados en el presente estudio para la amplificacion del gen cpb2
(Baums et al., 2004) son s6lo capaces de detectar menos del 50% de aislados que
transportan el gen cpb2. Siendo l6gico sospechar que algunos aislados subtipo cpe-
cpb2- (3/14) que evidenciaron también la banda de ~27 KDa podrian ser realmente

subtipo cpe-cpb2+, enmascarandose su verdadera frecuencia de este subtipo.

La actividad hemolitica de los aislados fue variable y curiosamente los aislados

de mediana y algunos de baja capacidad de produccion de Cp-PLC (aislados vegetativos
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subtipo cpe-cpb2-) presentaron mayor actividad hemolitica que los de alta capacidad.
Esta diferencia estaria dada por la produccion de otras hemolisinas capaces también de
provocar hemolisis de eritrocitos de ovino (p.e. perfringolisina) (Hatheway, 1990). El
andlisis de la actividad perfringolisina, la cual emplea eritrocitos de caballo cuya
composicion de membrana lo hace sensible exclusivamente a la perfringolisina
(Hatheway, 1990), nos muestra que dicha actividad fue proporcional a la capacidad de
produccion de Cp-PLC, descartando lo inicialmente mencionado. Al parecer, en estos
aislados (de mediana y baja capacidad de produccion de Cp-PLC) se estaria expresando

otra(s) hemolisina(s) tan potente(s) como la Cp-PLC.

Fue interesante encontrar que los aislados que poseyeron el gen cpb2 mostraron
incapacidad de hemolisis, ni actividad hemolitica ni actividad perfringolisina, indicando
la ausencia o escaza expresion de la Cp-PLC y la perfringolisina, respectivamente.
Quizas la presencia del gen cpb2 ejerza un efecto pleitropico sobre la expresion de la

Cp-PLC y la perfringolisina.

La actividad citotoxica en células HEp-2 fue positiva en el 100% (5/5) y 66.7%
(2/3) de los aislados con alta y mediana capacidad de produccion de Cp-PLC,
respectivamente, mientras que los aislados de baja capacidad fueron negativos no

mostrando ningun efecto (0/8); sugiriendo claramente la participacion de la Cp-PLC en
dicha actividad. Interesantemente, aislados que transportaron el gen cpb2 (subtipos cpe

cpb2+), tanto en su estado vegetativo como esporulado, evidenciaron actividad
citotoxica en el 50% (1/2) y 33.3% (1/3) de los casos, respectivamente. Esto sugiere la
expresion de otras citotoxinas (toxina 2), pues estos aislados poseyeron baja capacidad

de produccion de Cp-PLC.

En relacion a la capacidad de agregacion plaquetaria, ninguno de los aislados
(incluidos los de alta capacidad de produccion de Cp-PLC) fue capaz de producir este
efecto. Similarmente, la actividad letal en ratones no pudo ser evidenciada en ninguno
de los aislados. No obstante, los aislados de alta capacidad de produccién de Cp-PLC si
produjeron algunos signos clinicos en ratones como depresion y disnea respiratoria mas
no los suficientes para desencadenar el cuadro fatal. Es importante mencionar, que la
via de inoculacion empleada, la intraperitoneal, es la que produce menor tiempo de
sobrevivencia y requiere menor concentracion de Cp-PLC para su efecto letal en ratones

en relacion a las vias endovenosa y subcutanea (Lynch y Moskovitz, 1968).

118



Al parecer, las condiciones de crecimiento in vitro no ofrecieron una gran
sintesis de Cp-PLC por los aislados mostrando solo sus actividades hemoliticas y
citotoxica, mas no de agregacion ni letal. Quizas se necesiten realizar estudios in vivo
para ver si estos resultados son reproducibles y asi descartar la hipotesis de que todas las
cepas aisladas de casos de enterotoxemia en alpacas son de baja capacidad de
produccion de Cp-PLC en comparacion con los aislados de otras especies y se descarte

por completo su participacion en la enfermedad.

Finalmente, la actividad enterotdxica fue muy variable. Todos los aislados en
estado vegetativo y esporulado, a excepcion de los de subtipo cpe-cpb2+, mostraron
capacidad de acumulacion de fluidos, en mayor o menor grado. Los aislados de alta
capacidad de produccion de Cp-PLC no mostraron el mayor indice de acumulacién de
fluidos. Al parecer, la acumulacion de fluidos en los aislados podria deberse a otra(s)
enterotoxina(s) ¢ metabolitos(s) bacterianos secretados, ademas de la Cp-PLC.
Interesantemente ninguno de los aislados fue capaz de provocar lesiones histologicas
compatibles a las encontradas en casos de enterotoxemia de alpaca como enteritis
necrotica y/o hemorréagica difusa aguda, solo evidenciandose una reduccion de las
vellosidades y criptas intestinales, producto del efecto mecéanico de distencion por
acumulacion de fluidos en intestino. Resultados similares han sido descritos en desafios
experimentales inoculando sobrenadante de cultivos de C. perfringens tipo A cpe-cpb2-
en asas intestinales de terneros (Manteca et al., 2002), corderos (Hauschild et al., 1968)
y pollos (Timbermont et al., 2009).

Hauschild et al. (1968) no pudo prevenir la acumulacion de fluidos provocada
por la inoculacién de cultivo de C. perfringens tipo A cpe-cpb2- en las asas intestinales
ligadas mediante la inyeccion con anti-Cp-PLC, poniendo en cuestién la participacion
de la Cp-PLC en la produccion de lesiones. Similarmente Timbermont et al. (2009)
evaluaron la capacidad de producir lesiones entéricas en asa intestinal de pollos por
cepas de C. perfringens con diferentes capacidades de produccion de Cp-PLC y cepas
aisladas de pollos enfermos y sanos encontrando que solo las cepas aisladas de pollos
enfermos, independiente de la capacidad de produccién de Cp-PLC, fueron capaces de
generar lesiones entéricas, concluyendo que la Cp-PLC no jugaria un rol principal en la

produccion de lesiones entéricas por C. perfringens tipo A.
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Timbermont et al. (2009) también inocularon sobrenadantes de cultivos de C.
perfringens aislados de enterotoxemia de terneros, con alta capacidad de produccién de
Cp-PLC, en asas intestinales de pollo no encontrando lesiones entéricas en éstas.
Solamente encontraron lesiones en asas intestinales desafiadas con cepas de C.
perfringens aisladas de pollos enfermos. Sugiriendo la presencia de factores de
virulencia especificas a huésped en cepas de C. perfringens. Estos hallazgos
proporcionan una explicacién a la ausencia de lesiones entéricas (caracteristicas a
enterotoxemia de alpacas) provocadas por nuestros aislados de C. perfringens de casos
de enterotoxemia en alpacas en el modelo de asa intestinal ligada en conejos.

A continuacion exponemos un ejemplo de etiopatogenesis de enfermedad
entérica producida por C. perfringens tipo A, la enteritis necrética de pollos, que podria
ser semejante a lo que estaria sucediendo en la enterotoxemia de alpacas. Estudios en
enteritis necrotica en pollos sugirieron que el principal factor de virulencia envuelto en
la enfermedad fue secretado por la bacteria (Al-Sheikhly y Truscott, 1977a), el cual
condujo a la propuesta de que la Cp-PLC era el principal factor de virulencia en la
patogénesis. Esta hipdtesis fue basada en las observaciones que Cp-PLC es una de la
principales toxinas secretadas y que cultivos conteniendo células, y libres de ellas,
fueron capaces de provocar lesiones tipicas de enteritis necrotica en tracto
gastrointestinal de pollos (Al-Sheikhly y Truscott, 1977a,b,c). Ademas de existir una
correlacion entre la proliferacion de C. perfringens, la produccion de Cp-PLC y la
presentacion de lesiones necroticas en pollos (Si et al., 2007). No obstante, la
construccion de mutantes knock out del gen plc de un aislado virulento de enteritis
necrotica, mostrd que aun podia causar la enfermedad en pollos, evidenciando que la
Cp-PLC no es un factor de virulencia esencial y cuestionando su rol en la participacion
en el proceso de la enfermedad (Keyburn et al., 2006). Este hallazgo, condujo a la
busqueda de nuevos factores de virulencia, encontrando asi una nueva toxina, la toxina
NetB, en cepas aisladas de pollos que padecieron de enteritis necrotica (Keyburn et al.,
2008). Para determinar el rol de NetB en la enfermedad fue construido por
recombinacion un mutante knock out al gen netB de un aislado virulento de pollo, y su
virulencia fue calculada en modelo animal. EI mutante netB fue incapaz de causar
enfermedad mientras que el aislado salvaje y el mutante netB complementado con un
gen netB de tipo salvaje causd significativos niveles de enteritis necrética. Estos datos
muestran que efectivamente en estos aislados la toxina NetB es critica para la habilidad
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de C. perfringens de causar enteritis necrética en pollos (Keyburn et al., 2008).
Similarmente, otros estudios realizados en inmunizacion de pollos con ciertas proteinas
secretadas, ademas de Cp-PLC, indicarian estar envueltas en la proteccion de la enteritis
necrotica en pollos (Thompson et al., 2006; Kulkarni et al., 2007).

Interesantemente, los aislados que transportaron el gen cpb2 no mostraron
capacidad de acumulacion de fluido, ni mucho menos lesiones de tipo hemorragico
como los descritos para la toxina 2. Por lo tanto, nos indicaria que esta toxina no fue
secretada o si lo estuvo, fue bioldgicamente inactiva. Hallazgos similares han sido
encontrados en inoculacion con cultivos de C. perfringens tipo A cpb2+ en yeyuno de

vacas adultas, donde no indujo lesion alguna (Ewoldt y Anderson, 2005).

Al parecer, después de todo lo mostrado, la Cp-PLC per se no seria el factor de
virulencia responsable del las lesiones entéricas encontradas en casos de enterotoxemia
de alpacas, ni su interaccion con otros factores de virulencia. No obstante, no se
descarta su participacion a nivel sistémico, en donde su actividad toxica es mas
compatible y sugerida con el cuadro descrito de desordenes multiorganicos en
enterotoxemia de alpacas. Asimismo, no se descarta la participacion de la Cp-PLC en la
exacerbacion de la lesiones entéricas posteriores a los dafios iniciales provocados por E.
macusaniensis (Rosadio y Ameghino, 1994, Palacios et al., 2006; Rosadio et al., 2009)
o shigatoxinas de E. coli (Luna, 2009) reportados ya en alpacas con cuadros de

enterotoxemia en alpacas.
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V1. CONCLUSION

La Cp-PLC se comporta como una enterotoxina.

La Cp-PLC no participaria de manera exclusiva y directa en la produccion de

lesiones entéricas compatibles con las descritas en enterotoxemia de alpacas.

Los C. perfringens genotipo A aislados de casos de enterotoxemia en alpacas
presentan diferentes capacidades de produccién de Cp-PLC in vitro.

Los C. perfringens genotipo A aislados de casos de enterotoxemia en alpacas

evidencian la presencia de otros factores de virulencia tipo hemolisinas,

citotoxinas y enterotoxinas ademas de la Cp-PLC y la perfringolisina.
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VIl. RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad enterotoxica de la Cp-PLC y de los sobrenadantes de los
aislados de C. perfringens genotipo A de casos de enterotoxemia en alpacas

empleando la prueba de asa intestinal ligada en alpaca.

Evaluar la real participacion de la toxina 2 en la produccién de lesiones

entéricas en alpacas.

Determinar la participacion de la Cp-PLC en el cuadro sistémico de la

enterotoxemia en alpacas.

. Analisar otros factores de virulencia del C. perfringens responsables de las

lesiones enteéricas y sistémicas en los casos de enterotoxemia en alpacas.
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Anexo 1. Evaluacion de la curva de crecimiento y actividad lecitinasa de los aislados de C. perfringens

CONCENTRACION BACTERIANA *

ACTIVIDAD LECITINASA

HORA (ODég20nm) (u.a./mL)
fﬁ%jc;,s L;\;s_lgggg Media D flifg](;jgg Lgilsgggg Media D
0 0.005 0.003 0.004 0.001 0.13 0.36 0.24 0.16
1 0.02 0.004 0.012 0.011 0.80 0.70 0.75 0.07
2 0.004 0.008 0.006 0.002 0.59 0.59 0.59 0.00
3 0.002 0.012 0.007 0.007 0.18 0.24 0.21 0.04
4 0.004 0.012 0.008 0.005 0.37 0.24 031 0.09
5 0.006 0.02 0.013 0.009 0.26 0.34 030 0.0
6 0.007 0.008 0.0075 0.001 0.41 031 0.36 0.07
7 0.061 0.007 0.034 0.038 0.25 0.35 030 0.07
8 0.106 0.063 0.0845 0.030 -0.05 0.46 0.20 0.36
9 0.171 0.125 0.148 0.032 0.04 0.35 0.19 0.22
10 0.205 0.203 0.204 0.001 -0.01 0.46 0.22 033
11 0.267 0.208 0.2375 0.041 0.30 0.44 0.37 0.10
12 0315 0.238 0.2765 0.054 0.85 0.54 0.69 0.22
13 0.293 0.273 0.283 0.014 0.74 0.72 0.73 0.02
14 0.297 0.257 0.277 0.028 0.88 121 1.04 0.23
15 0.335 0.269 0.302 0.046 0.97 1.21 1.09 0.17
16 0.284 0.291 0.2875 0.004 1.42 116 1.29 0.18
17 03 0.361 0.3305 0.043 0.86 1.18 1.02 0.23
18 0.302 0.29 0.296 0.008 0.83 1.21 1.02 0.27
19 0.308 0.2988 0.3034 0.006 1.02 1.37 1.19 0.25
24 0.268 0.307 0.2875 0.027 0.85 0.79 0.82 0.04

(1) La concentracion bacteriana fue expresada en valores absorvancia correspondientes a una longitud de onda de 620nm (ODg2onm)
(2) La actividad lecitinasa de los sobrenadantes fue determinada segtn el método directo descrito en el presente trabajo y expresado en unidades arbitrarias (u.a.) por mL.

SD: Desviacion estandar de las medias.
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Anexo 2. Actividad lecitinasa de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas.

NUEVA ACTIVIDAD LECITINASA (u.a./mL) > CAPACIDAD DE
CODIFICACION AISLADO ESTADO BACTERIANO GENOTIPO SUBTIPO PRODUCCION DE Cp-
AISLADO * A B c Media sD PLC’
Ev-la L1-2008 Vegetativo A cpe cpb2 6.0 6.0 6.1 6.0 0.071 ALTA
Ev-2a L21-2008 Vegetativo A cpecpb2 5.2 5.3 5.2 5.2 0.050 ALTA
Ev-3a L24-2008 Vegetativo A cpe cpb2 5.1 5.0 4.9 5.0 0.099 ALTA
Ev-4a L26-2008 Vegetativo A cpe’cpb2 6.1 6.0 6.1 6.1 0.025 ALTA
Ev-5a DA6-2008 Vegetativo A cpe cpb2 5.8 5.8 5.8 5.8 0.031 ALTA
Ev-1Im L10-2008 Vegetativo A cpe cpb2 2.3 2.1 2.0 2.1 0.179 MEDIANA
Ev-2m L12-2008 Vegetativo A cpecpb2 1.8 1.6 1.6 1.6 0.100 MEDIANA
Ev-3m DA3-2008 Vegetativo A cpe cpb2 1.2 11 1.2 1.2 0.024 MEDIANA
Ev-1b A4-2006 Vegetativo A cpe’cpb2 0.7 0.8 0.8 0.8 0.048 BAJA
Ev-2b L22-2008 Vegetativo A cpe cpb2 -0.1 0.0 0.0 0.0 0.044 BAJA
Ev(B2)-1b 19-2005 Vegetativo A cpecpb2” -0.2 -0.2 -0.2 -0.2 0.005 BAJA
Ev(B2)-2b A17-2006 Vegetativo A cpe’cpb2’ -0.2 -0.2 -0.2 -0.2 0.007 BAJA
Es-1b 41-2005 Esporulado A cpe cpb2 0.7 0.9 0.3 0.6 0.285 BAJA
Es-2b A8-2005 Esporulado A cpecpb2 0.2 0.2 0.4 0.3 0.114 BAJA
Es-3b P4b-2007 Esporulado A cpe cpb2 0.4 0.4 0.5 0.4 0.048 BAJA
Es-4b P9b-2007 Esporulado A cpe’cpb2 0.5 0.5 0.4 0.4 0.052 BAJA
Es-5b PH1b-2007 Esporulado A cpe cpb2 0.4 0.3 0.3 0.4 0.077 BAJA
Es-6b Ala-2007 Esporulado A cpe cpb2 0.8 0.6 0.1 0.5 0.317 BAJA
Es-7b Al12a-2007 Esporulado A cpe’cpb2 0.5 0.5 0.6 0.5 0.040 BAJA
Es-8b C13b-2007 Esporulado A cpe cpb2 0.7 0.7 0.7 0.7 0.027 BAJA
Es(B2)-1m 15-2005 Esporulado A cpecpb2” 1.0 1.0 0.9 1.0 0.059 MEDIANA
Es(B2)-1b 18-2005 Esporulado A cpecpb2’ 0.6 0.6 0.6 0.6 0.013 BAJA
Es(B2)-2b 25-2005 Esporulado A cpecpb2” -0.2 -0.2 -0.2 -0.2 0.013 BAJA
Es(B2)-3b A13b-2007 Esporulado A cpe’cpb2’ 0.4 0.4 0.3 0.3 0.076 BAJA

(1) Nueva codificacion de los aislados con fines didacticos y comparativos en el presente estudio, elaborado de acuerdo a su estado bacteriano, subtipo y capacidad de produccién de Cp-PLC.

(2) La actividad lecitinasa de los sobrenadantes bacterianos fue determinada segtin el método directo descrito en el presente estudio y expresada en unidades arbitrarias (u.a.) por mL. Se calcul6 en forma
triplicada (A, B y C) para cada aislado, obteniéndose la media y la desviacion estandar de las medias (SD).

(3) Capacidad de produccién de Cp-PLC por los aislados, clasificacion realizada en base a su actividad lecitinasa: baja (< 1 u.a./mL), mediana (1-3 u.a./mL) y alta (> 3 u.a./mL)

146



Anexo 3: Actividad hemolitica de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas

ESTADO ACTIVIDAD LECITINASA' CAPACIDAD DE ACTIVIDAD HEMOLITICA (u.a.h./mL) *
AISLADO BACTERIANO GENOTIPO SUBTIPO PRODUCCION DE -
u.a./mL SD Cp-PLC? A B Media SD
Ev-la Vegetativo A cpe cpb2” 6.0 0.071 ALTA 16 16 16 0.00
Ev-2a Vegetativo A cpe cpb2” 5.2 0.050 ALTA 16 16 16 0.00
Ev-3a Vegetativo A cpe cpb2” 5.0 0.099 ALTA 16 32 24 11.31
Ev-4a Vegetativo A cpe cpb2” 6.1 0.025 ALTA 32 32 32 0.00
Ev-5a Vegetativo A cpe cpb2” 5.8 0.031 ALTA 32 32 32 0.00
Ev-1m Vegetativo A cpe cpb2” 2.1 0.179 MEDIANA 64 64 64 0.00
Ev-2m Vegetativo A cpe cpb2” 1.6 0.100 MEDIANA 16 16 16 0.00
Ev-3m Vegetativo A cpecpb2” 1.2 0.024 MEDIANA 16 16 16 0.00
Ev-1b Vegetativo A cpecpb2” 0.8 0.048 BAJA 4 2 3 1.41
Ev-2b Vegetativo A cpe cpb2” 0.0 0.044 BAJA 128 64 96 45.25
Ev(B2)-1b Vegetativo A cpecpb2’ -0.2 0.005 BAJA 0 0 0 0.00
Ev(B2)-2b Vegetativo A cpecpb2’ -0.2 0.007 BAJA 0 0 0 0.00
Es-1b Esporulado A cpe cpb2” 0.6 0.285 BAJA 2 2 2 0.00
Es-2b Esporulado A cpe cpb2” 0.3 0.114 BAJA 4 2 3 141
Es-3b Esporulado A cpe cpb2” 0.4 0.048 BAJA 0 0 0 0.00
Es-4b Esporulado A cpe cpb2” 0.4 0.052 BAJA 0 0 0 0.00
Es-5b Esporulado A cpe cpb2” 0.4 0.077 BAJA 0 0 0 0.00
Es-6b Esporulado A cpe cpb2” 0.5 0.317 BAJA 4 4 4 0.00
Es-7b Esporulado A cpe cpb2” 0.5 0.040 BAJA 4 2 3 141
Es-8b Esporulado A cpe cpb2” 0.7 0.027 BAJA 1 4 2.5 2.12
Es(B2)-1m Esporulado A cpe’cpb2* 1.0 0.059 MEDIANA 0 0 0 0.00
Es(B2)-1b Esporulado A cpe’cpb2’ 0.6 0.013 BAJA 0 0 0 0.00
Es(B2)-2b Esporulado A cpe’cpb2’ -0.2 0.013 BAJA 0 0 0 0.00
Es(B2)-3b Esporulado A cpe’cpb2’ 0.3 0.076 BAJA 0 0 0 0.00
Medio BHI 0.0 0.000 BAJA 0 0 0 0.00

(1) La actividad lecitinasa de los sobrenadantes bacterianos fue determinada segun el método directo descrito en el presente estudio y expresada en unidades arbitrarias (u.a.) por mL. Se calculé en forma
triplicada para cada aislado, obteniéndose la media y la desviacién estandar de las medias (SD).
(2) Capacidad de produccion de Cp-PLC por los aislados, clasificacion realizada en base a su actividad lecitinasa: baja (< 1 u.a./mL), mediana (1-3 u.a./mL) y alta (> 3 u.a./mL)

(3) La actividad hemolitica de los sobrenadantes bacterianos fue determinada segln la metodologia descrita por Titball et al. (1989) y expresada en unidades arbitrarias hemoliticas (u.a.h.) por mL. Se calculd
en forma duplicada (A y B) para cada aislado, obteniéndose la media y la desviacion estandar de las medias (SD).
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Anexo 4. Actividad perfringolisina de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas

ACTIVIDAD LECITINASA *

CAPACIDAD DE

ACTIVIDAD PERFRINGOLISINA *

AISLADO B AECSTTE’;?:N o  GENOTIPO SUBTIPO PRODUCCION DE Cp- (u.a.h./ml)
(u.a./mL) SD PLC A B Media SD
Ev-la Vegetativo A cpecpb2 6.0 0.071 ALTA >128 >128 >128 0
Ev-2a Vegetativo A cpecpb2 5.2 0.050 ALTA >128 >128 >128 0
Ev-3a Vegetativo A cpecpb2 5.0 0.099 ALTA >128 >128 >128 0
Ev-4a Vegetativo A cpe cpb2 6.1 0.025 ALTA >128 >128 >128 0
Ev-5a Vegetativo A cpe cpb2 5.8 0.031 ALTA >128 >128 >128 0
Ev-1m Vegetativo A cpe cpb2 2.1 0.179 MEDIANA >128 >128 >128 0
Ev-2m Vegetativo A cpe cpb2 1.6 0.100 MEDIANA >128 >128 >128 0
Ev-3m Vegetativo A cpe cpb2 1.2 0.024 MEDIANA >128 >128 >128 0
Ev-1b Vegetativo A cpe cpb2 0.8 0.048 BAJA 2 2 2 0
Ev-2b Vegetativo A cpe’cpb2 0.0 0.044 BAJA >128 >128 >128 0
Ev(B2)-1b Vegetativo A cpe’cpb2’ -0.2 0.005 BAJA 0 0 0 0
Ev(B2)-2b Vegetativo A cpe’cpb2’ -0.2 0.007 BAJA 0 0 0 0
Es-1b Esporulado A cpe cpb2 0.6 0.285 BAJA 1 1 1 0
Es-2b Esporulado A cpe’cpb2 0.3 0.114 BAJA 0 0 0 0
Es-3b Esporulado A cpe cpb2 0.4 0.048 BAJA 0 0 0 0
Es-4b Esporulado A cpe cpb2 0.4 0.052 BAJA 2 2 2 0
Es-5b Esporulado A cpe cpb2 0.4 0.077 BAJA 2 2 2 0
Es-6b Esporulado A cpe cpb2 0.5 0.317 BAJA 2 2 2 0
Es-7b Esporulado A cpe cpb2 0.5 0.040 BAJA 2 2 2 0
Es-8b Esporulado A cpe cpb2 0.7 0.027 BAJA 2 2 2 0
Es(B2)-1m Esporulado A cpe’ cpb2” 1.0 0.059 MEDIANA 0 0 0 0
Es(B2)-1b Esporulado A cpe’ cpb2” 0.6 0.013 BAJA 0 0 0 0
Es(B2)-2b Esporulado A cpecpb2’ -0.2 0.013 BAJA 0 0 0 0
Es(B2)-3b Esporulado A cpecpb2’ 0.3 0.076 BAJA 0 0 0 0
BHI 0.0 0.000 BAJA 0 0 0 0

(1) La actividad lecitinasa de los sobrenadantes bacterianos fue determinada seglin el método directo descrito en el presente estudio y expresada en unidades arbitrarias (u.a.) por mL. Se calculé en forma
triplicada para cada aislado, obteniéndose la media y la desviacion estandar de las medias (SD).

(2) Capacidad de produccién de Cp-PLC por los aislados, clasificacion realizada en base a su actividad lecitinasa: baja (< 1 u.a./mL), mediana (1-3 u.a./mL) y alta (> 3 u.a./mL)

(3) La actividad perfringolisina de los sobrenadantes bacterianos fue determinada segun la metodologia descrita por Fisher et al. (2006) y expresada en unidades arbitrarias hemoliticas (u.a.h.) por mL. Se
calculé en forma duplicada (A y B) para cada aislado, obteniéndose la media y la desviacion estandar de las medias (SD).
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Anexo 5. Actividad citotoxica de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas

ACTIVIDAD LECITINASA *

CAPACIDAD DE

ESTADO ACTIVIDAD
AISLADO BACTERIANO GENOTIPO SUBTIPO vt < PRODUCCIOZN DE Cp-PLC CITOTOXICA *
Ev-la Vegetativo A cpe cpb2 6.0 0.071 ALTA POSITIVA
Ev-2a Vegetativo A cpe’cpb2 5.2 0.050 ALTA POSITIVA
Ev-3a Vegetativo A cpecpb2 5.0 0.099 ALTA POSITIVA
Ev-4a Vegetativo A cpe’cpb2 6.1 0.025 ALTA POSITIVA
Ev-5a Vegetativo A cpe cpb2 5.8 0.031 ALTA POSITIVA
Ev-1m Vegetativo A cpe cpb2 2.1 0.179 MEDIANA POSITIVA
Ev-2m Vegetativo A cpe cpb2 1.6 0.100 MEDIANA POSITIVA
Ev-3m Vegetativo A cpecpb2 1.2 0.024 MEDIANA NEGATIVA
Ev-1b Vegetativo A cpe’cpb2 0.8 0.048 BAJA NEGATIVA
Ev-2b Vegetativo A cpecpb2 0.0 0.044 BAJA POSITIVA
Ev(B2)-1b Vegetativo A cpe’cpb2” -0.2 0.005 BAJA NEGATIVA
Ev(B2)-2b Vegetativo A cpe’cpb2’ -0.2 0.007 BAJA POSITIVA
Es-1b Esporulado A cpecpb2 0.6 0.285 BAJA NEGATIVA
Es-2b Esporulado A cpe cpb2 0.3 0.114 BAJA NEGATIVA
Es-3b Esporulado A cpecpb2 0.4 0.048 BAJA NEGATIVA
Es-4b Esporulado A cpe cpb2 0.4 0.052 BAJA NEGATIVA
Es-5b Esporulado A cpe cpb2 0.4 0.077 BAJA NEGATIVA
Es-6b Esporulado A cpecpb2 0.5 0.317 BAJA NEGATIVA
Es-7b Esporulado A cpe cpb2 0.5 0.040 BAJA NEGATIVA
Es-8b Esporulado A cpecpb2 0.7 0.027 BAJA NEGATIVA
Es(B2)-1m Esporulado A cpecpb2’ 1.0 0.059 MEDIANA NEGATIVA
Es(B2)-1b Esporulado A cpecpb2’ 0.6 0.013 BAJA NEGATIVA
Es(B2)-2b Esporulado A cpe’cpb2” -0.2 0.013 BAJA POSITIVA
Es(B2)-3b Esporulado A cpe’cpb2’ 0.3 0.076 BAJA NEGATIVA
BHI 0.0 0.000 BAJA NEGATIVA

(1) La actividad lecitinasa de los sobrenadantes bacterianos fue determinada segtin el método directo descrito en el presente estudio y expresada en unidades arbitrarias (u.a.) por mL. Se calcul6 en forma
triplicada para cada aislado, obteniéndose la media y la desviacion estandar de las medias (SD).

(2) Capacidad de produccién de Cp-PLC por los aislados, clasificacion realizada en base a su actividad lecitinasa: baja (< 1 u.a./mL), mediana (1-3 u.a./mL) y alta (> 3 u.a./mL)

(3) La actividad citotéxica de los sobrenadantes bacterianos fue evaluada en linea celular HEp-2, el despoblamiento celular (muerte celular) fue considerado como una reaccién positiva a citotoxicidad.
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Anexo 6. Actividad letal de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas

ACTIVIDAD LECITINASA *

CAPACIDAD DE

ESTADO ESTADO < ACTIVIDAD s
AISLADO BACTERIANO GENOTIPO SUBTIPO BACTERIANO - . PRODUCPCLIé);\l DE Cp- LETAL® SIGNOS CLiNIcOS 3
Ev-l1a Vegetativo A cpe cpb2 Vegetativo 6.0 0.071 ALTA NEGATIVO MODERADO
Ev-2a Vegetativo A cpe cpb2 Vegetativo 5.2 0.050 ALTA NEGATIVO MODERADO
Ev-3a Vegetativo A cpe cpb2 Vegetativo 5.0 0.099 ALTA NEGATIVO MODERADO
Ev-4a Vegetativo A cpecpb2’ Vegetativo 6.1 0.025 ALTA NEGATIVO MODERADO
Ev-5a Vegetativo A cpe cpb2 Vegetativo 5.8 0.031 ALTA NEGATIVO MODERADO
Ev-1m Vegetativo A cpe cpb2 Vegetativo 2.1 0.179 MEDIANA NEGATIVO NINGUNA
Ev-2m Vegetativo A cpe cpb2 Vegetativo 1.6 0.100 MEDIANA NEGATIVO NINGUNA
Ev-3m Vegetativo A cpe cpb2 Vegetativo 1.2 0.024 MEDIANA NEGATIVO NINGUNA
Ev-1b Vegetativo A cpe cpb2 Vegetativo 0.8 0.048 BAJA NEGATIVO NINGUNA
Ev-2b Vegetativo A cpe cpb2 Vegetativo 0.0 0.044 BAJA NEGATIVO NINGUNA
Ev(B2)-1b Vegetativo A cpecpb2’ Vegetativo -0.2 0.005 BAJA NEGATIVO NINGUNA
Ev(B2)-2b Vegetativo A cpecpb2’ Vegetativo -0.2 0.007 BAJA NEGATIVO NINGUNA
Es-1b Esporulado A cpe cpb2 Esporulado 0.6 0.285 BAJA NEGATIVO NINGUNA
Es-2b Esporulado A cpe cpb2 Esporulado 0.3 0.114 BAJA NEGATIVO NINGUNA
Es-3b Esporulado A cpe cpb2 Esporulado 0.4 0.048 BAJA NEGATIVO NINGUNA
Es-4b Esporulado A cpe cpb2 Esporulado 0.4 0.052 BAJA NEGATIVO NINGUNA
Es-5b Esporulado A cpe cpb2 Esporulado 0.4 0.077 BAJA NEGATIVO NINGUNA
Es-6b Esporulado A cpe cpb2 Esporulado 0.5 0.317 BAJA NEGATIVO NINGUNA
Es-7b Esporulado A cpe cpb2 Esporulado 0.5 0.040 BAJA NEGATIVO NINGUNA
Es-8b Esporulado A cpe cpb2 Esporulado 0.7 0.027 BAJA NEGATIVO NINGUNA
Es(B2)-1m Esporulado A cpecpb2’ Esporulado 1.0 0.059 MEDIANA NEGATIVO NINGUNA
Es(B2)-1b Esporulado A cpecpb2’ Esporulado 0.6 0.013 BAJA NEGATIVO NINGUNA
Es(B2)-2b Esporulado A cpecpb2’ Esporulado -0.2 0.013 BAJA NEGATIVO NINGUNA
Es(B2)-3b Esporulado A cpecpb2’ Esporulado 0.3 0.076 BAJA NEGATIVO NINGUNA
BHI 0.0 0.000 BAJA NEGATIVO NINGUNA

(1) La actividad lecitinasa de los sobrenadantes bacterianos fue determinada segin el método directo descrito en el presente estudio y expresada en unidades arbitrarias (u.a.) por mL. Se calculé en forma
triplicada para cada aislado, obteniéndose la media y la desviacién estandar de las medias (SD).

(2) Capacidad de produccién de Cp-PLC por los aislados, clasificacion realizada en base a su actividad lecitinasa: baja (< 1 u.a./mL), mediana (1-3 u.a./mL) y alta (> 3 u.a./mL)
(3) La actividad letal de los sobrenadantes bacterianos fue evaluada en ratones usando la via intraperitoneal, en donde para una reaccion positiva a letalidad se consideré como punto final de sobrevivencia el

inicio de un severo desorden neurolégico (incoordinacion, ataxia, paralisis temblores musculares o convulsiones).
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Anexo 7. Actividad enterotdxica de los aislados de C. perfringens de casos de enterotoxemia en alpacas

ACTIVIDAD LECITINASA *

CAPACIDAD DE

ACTIVIDAD ENTEROTOXICA *

AISLADO BAEC?I:II-E?!?AONO GENOTIPO SUBTIPO PRODUCCIOZN DE T p—
u.a./mL SD Cp-PLC Acumulacién de fluido i testinal
Ev-l1a Vegetativo A cpe cpb2 6.0 0.071 ALTA 0.21 LEVE
Ev-2a Vegetativo A cpe cpb2 5.2 0.050 ALTA 0.2 LEVE
Ev-3a Vegetativo A cpe cpb2 5.0 0.099 ALTA 0.17 LEVE
Ev-4a Vegetativo A cpe’cpb2 6.1 0.025 ALTA 0.23 LEVE
Ev-5a Vegetativo A cpe cpb2 5.8 0.031 ALTA 0.00 LEVE
Ev-1m Vegetativo A cpe cpb2 2.1 0.179 MEDIANA 0.28 LEVE
Ev-2m Vegetativo A cpe cpb2 1.6 0.100 MEDIANA 0.13 LEVE
Ev-3m Vegetativo A cpe cpb2 1.2 0.024 MEDIANA 0.47 LEVE
Ev-1b Vegetativo A cpe cpb2 0.8 0.048 BAJA 0.21 LEVE
Ev-2b Vegetativo A cpe cpb2 0.0 0.044 BAJA 0.20 LEVE
Ev(B2)-1b Vegetativo A cpecpb2’ -0.2 0.005 BAJA 0.00 LEVE
Ev(B2)-2b Vegetativo A cpe’cpb2’ -0.2 0.007 BAJA 0.00 LEVE
Es-1b Esporulado A cpe cpb2 0.6 0.285 BAJA 0.21 LEVE
Es-2b Esporulado A cpe cpb2 0.3 0.114 BAJA ND LEVE
Es-3b Esporulado A cpe cpb2 0.4 0.048 BAJA 0.26 LEVE
Es-4b Esporulado A cpe cpb2 0.4 0.052 BAJA 0.00 LEVE
Es-5b Esporulado A cpe cpb2 0.4 0.077 BAJA 0.28 LEVE
Es-6b Esporulado A cpe cpb2 0.5 0.317 BAJA 0.19 LEVE
Es-7b Esporulado A cpe cpb2 0.5 0.040 BAJA 0.25 LEVE
Es-8b Esporulado A cpe cpb2 0.7 0.027 BAJA 0.2 LEVE
Es(B2)-1m Esporulado A cpecpb2’ 1.0 0.059 MEDIANA 0.00 LEVE
Es(B2)-1b Esporulado A cpecpb2’ 0.6 0.013 BAJA 0.00 LEVE
Es(B2)-2b Esporulado A cpecpb2’ -0.2 0.013 BAJA 0.00 LEVE
Es(B2)-3b Esporulado A cpe’cpb2’ 0.3 0.076 BAJA 0.00 LEVE
BHI 0.0 0.000 BAJA 0.12

(1) La actividad lecitinasa de los sobrenadantes bacterianos fue determinada segtin el método directo descrito en el presente estudio y expresada en unidades arbitrarias (u.a.) por mL. Se calcul6 en forma
triplicada para cada aislado, obteniéndose la media y la desviacion estandar de las medias (SD).

(2) Capacidad de produccién de Cp-PLC por los aislados, clasificacion realizada en base a su actividad lecitinasa: baja (< 1 u.a./mL), mediana (1-3 u.a./mL) y alta (> 3 u.a./mL)
(3) La actividad enterotdxica de los sobrenadantes bacterianos fue evaluada segun la prueba de asa intestinal ligada en conejo descrita en el presente estudio. Para ello se evalud: (i) la acumulacién de fluido
intestinal obtenida de la razdn entre el volumen (mL) y la longitud del asa intestinal ligada y (ii) las lesiones macro y microscépicas en la mucosa intestinal.
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