
UNIVERSIDAD NACIONAL 
DE MEXICO 

AUTO NOMA 

FACUL TAO DE ESTUDIOS SUPERIORES 

ZARAGOZA 

IMPLEMENTACION DE UN METODO INMUNOLOGICO 

POR .HEMAGLUTINACION PASIVA PARA DETECTAR 

PRESENCIA DE AEROLISINA EN CULTIVO DE 

Aeromonas hydrophila. 

T E s I s 

p 

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 

R E s E N T 

DOLORES ARANGO GUTIERREZ 

DIRECTOR: DR. RUBEN MARROQUIN SEGURA 

ASESOR: Q.B.P. DORA ALICIA PEREZ GONZALEZ 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

2002. 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



DEDICADO A 

Dios por la vida y la maravillosa familia que me dio, por la salud y la 
alegría que me ha concedido. 

Mis padres por brindarme una carrera universitaria, por su amor, 
paciencia y ternura. Gracias papá donde quiera que estés. 

La mejor amiga y confidente que tengo, que es mi mamí, gracias 
por ser mi refugio en los momentos de tristeza y alegría, por tu 
confianza y apoyo, por alentarme a seguir adelante y por ser la 
razón de mi vida. 

Mi hermana Sara por ser un ejemplo de constancia y superación, por 
tu gran corazón, por soportar mi carácter y por animarme siempre. 
Gracias por ser mi amiga. 

Mi hermanos Alfonso y Norberto por su apoyo y paciencia. 

Gracias nariz de lobito, lengüitas y Charly por su cariño, y alegría 
aún en los momentos difíciles. 

Mis tíos Oliverio, Ángel, Alfredo, Lucha y abuelito Gregario por su 
cariño y consejos. 

Dolores Arango Gutlérrez 



DEDICADO A 

Mis amigos: Ángel Sánchez, y Enrique Escalera, Alma Lllla Mendoza, Naty Ávila, 
Olivla Patiño, Lidia Cruz, Lourdes Rangel y Fablola Martínez por su apoyo, amistad 
y alegría compartidas. Fabl gracias por tu apoyo en la realización de este trabajo. 

carolina Jiménez por tu amistad y apoyo Incondicional. 

Mary Landy, por los momentos de alegría que compartimos. Por tu apoyo, 
franqueza y consejos, y por la sincera amistad que me brindaste. 

Mis compañeras del laboratorio L-313: Eunlce, Lupita, Raquel, Rosangela, Juan 
Pablo, Glsela, Adrlana, Magda y a los señores catalina y Toñito, por sus consejos, 
apoyo y compañía. 

Al personal de la biblioteca de la FES z-cn:, a los señores Páramo y Chlmal, Silvia 
Gómez, Isabel, Una, Socorro, Anlta, Noeml, Manuelita y Gisela, a Paty la 
secretarla, a la señora Silvia Soto. Al personal de vigilancia al señor José, Plll, 
Toñita y Ma. Luisa por su apoyo durante mi formación académica y cariño. 

Los profesores del laboratorio de Inmunología L-313 por su apoyo, amistad y 
cariño, al profesor M.C. Maurlllo Flores Pimentel, quién colaboro en el manejo de 
los animales de laboratorio empleados para la realización de esta tesis. De manera 
especial a los profesores Gulllermina Corona, Camelio Hemández, Ma. de los 
Angeles Torres, Guadalupe Miranda, Pilar Cediilo, Pabida Vivar, Margarita Chavez, 
Galla Martínez, Francisca Robles, Antonino•, Gustavo Miranda, Martha Legorreta, 
Enrique Laguna y Ma. de los Angeles Galván. Gradas por sus consejos, amistad y 
cariño. 

Mis sinodales Q.F.I. Leonor Aguilar Santelises, Dr. Rubén Marroquín Segura, Q.B.P. 
Dora Alicia Pérez González, Q.F.B. Ma. de las Mercedes Zamudio Durán y Q.F.B. 
Francisco Javier Parada Garcia por su tiempo y las sugerencias otorgados. 

Gracias 



AGRADECIMIENTOS 

A la UNAM por darme la oportunidad de aprender y disfrutar de sus servicios e 
Instalaciones, durante mi formación académica. 

A los profesores de las carreras de Q.F.B. y Biología por sus enseñanzas. 

A la profesora de Recreación Elvira Ruíz por su apoyo, confianza y amistad. 

Al INNSZ, por la oportunidad de haber convivido y trabajado ahí. 

Al grupo Ministerio de duelo por su amistad y cariño. 

Al INAMP por la alegría de convivir con ellos. 

A todos mis compañeros y a quienes de una u otra manera estuvieron siempre con 
migo. 

Esta tesis fue realizada en el laboratorio de Inmunología L-313 de la FES Zaragoza 
campus 11, de la UNAM; bajo la dirección del Dr. Rubén Marroquín Segura a quién 
le agradezco su apoyo, paciencia y cariño. 



TABLA DE CONTENIDO 

1. ABREVIATURAS 

2. INTRODUCCIÓN 

3. MARCO TEÓRICO 

3.1. GÉNERO Aeromonas 

3.2. Aeromonas hydrophila 

3.3. AEROLISINA 

1 

2 

3 

3 

4 

5 

3.4. CROMATOGRAFÍA DE FILTRACIÓN POR GEL-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·- 7 

3.5. DIÁLISIS 8 

3.6. DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS POR EL MÉTODO DE 

LOWRY -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·- 9 

3. 7. AGLUTINACIÓN -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·- 1 O 

3.7.1. AGLUTINACIÓN DIRECTA O ACTIVA -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-· 10 

3.7.2. AGLUTINACIÓN INDIRECTA O PASIVA -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·--- 11 

3.7.3. INHIBICIÓN DE LA AGLUTINACIÓN -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·- 12 

3.8. INMUNIZACIÓN Y ADYUVANTES -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-· 13 

3.9. ASA LIGADA DE CONEJO -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·- 14 

3.10. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA -·-·-·-·-·- 15 

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-· 16 

4.1. OBJETIVOS-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·- 17 

4.2. H IPÓTES 1 S -·-·-·-·-·-· -·-·-· -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·--- 17 



5. DISEÑO DE INVESTIGACIÓN -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-· 18 

TIPO DE ESTUDIO -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·- 18 
POBLACIÓN -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·· 18 
MATERIAL BIOLÓGICO - · -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-· 18 
CRITERIOS DE INCLUSIÓN -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-· 18 
CRITERIOS DE EXCLUSIÓN -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·- 18 
CRITERIOS DE ELIMINACIÓN -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·· 18 
VARIABLES INDEPENDIENTES-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·- 18 
VARIABLES DEPENDIENTES -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-· 18 

6. MATERIAL -·-·-·-·-·-·- ·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-· 19 

7. MÉTODOS -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·- 22 

7.1. CULTIVO DE Aeromonas Hydrophila EN CALDO BHI 
PARA OBTENCIÓN DE LA AEROLISINA -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-· 23 

7.2. PURIFICACIÓN PARCIAL DE LA AEROLISINA 
POR CROMATOGRAFÍA DE FILTRACIÓN POR GEL-·-·-·-·-· 23 

7.3. DIÁLISIS PARA ELIMINAR EL SULFATO DE AMONIO -- 24 

7 .4. DETERMINACIÓN DE HEMAGLUTINACIÓN DE LA AEROLISINA 24 

7.5. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD NEUTRALIZANTE DEL 
SUERO ANTI AEROLISINA -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·· 24 

7.6. DETERMINACIÓN DE LA INHIBICIÓN DE HEMAGLUTINACIÓN 25 

7.7. CUANTIFICACIÓN DE ENTEROTOXINA POR MÉTODO DE 
ASA LIGADA DE CONEJO -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-· 25 

8. RESULTADOS -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·· 26 

9. ANÁLISIS DE RESULTADOS -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·· 35 

1 o. CONCLUSIONES -·- -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-· 36 

11. PROPUESTAS -·-·- -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·- 37 

12. ANEXOS -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-· 38 



l. CARACTERÍSTICAS DE LA AEROLISINA 38 

11. TÉCNICAS EMPLEADAS -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-· 40 

111. MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·- 45 

IV. PREPARACIÓN DE SOLUCIONES -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·· 47 

13. GLOSARIO -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-· 49 

14. REFERENCIAS -·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-·- 51 



1.ABREVIATURAS 

Ae6-R: pili recto de Aeromonas hydrophila 

Ae6-W: pili ondulado de Aeromonas hydrophila 

BDB: bisdizobencidina 

BHI: infusión cerebro corazón 

° C: grado centigrado 

CFG: cromatografía de filtración por gel 

cm: centimetros 

GCH: hormona gonadotropina coriónica 

hs: horas 

HAI: inhibición de la hemaglutinación 

KDa: Kilo Daltons 

LU: unidad loop 

MeOH: metanol 

µg: microgramo 

µL: microlitro 

~1m: micrómetro 

mg: miligramo 

ml: mililitro 

nm: nanómetro 

NZW: Nueva Zelanda blanco 

0/129: agente vibriostático 2,4 diamino -6,7-di-isopropil pteridina 

PBS: solución buffer de sales de fosfatos 

PSA: persulfato de amonio 

rpm: revoluciones por minuto 

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio 

TEMED: N,N,N',N',-tetrametiletilendiamino 

UH: unidad hemolitica 

V0 : volumen de elusión 

V0 : volumen vacio 



2. INTRODUCCIÓN 

Las especies de Aeromonas son bacilos Gram negativos de vida libre que se 

encuentran en agua dulce y en ocasiones en reptiles, anfibios, peces y el suelo o los 

alimentos. Su presencia se relaciona con diarrea y a veces causan infecciones en 

heridas expuestas a agua dulce o en personas inmunodeficientes y rara vez, otro tipo 

de infecciones no intestinales.5 

Aeromonas hydrophila es la especie más importante que causa enfermedad en el 

hombre. De las otras tres especies (A. salmonicida, A. sobria y A. caviae), Aeromonas 

sobria en ocasiones causa enfermedad. A. hydrophila mide de 1 a 4 µm de longitud y 

son móviles. La morfologia de sus colonias es semejante a la de los bacilos intestinales 

Gram negativos y producen zonas grandes de hemólisis en agar sangre. Cultivando 

muestras de heces, prolifera con facilidad en los medios diferenciales usados para 

cultivar bacilos intestinales Gram negativos y puede confundirse con éstos. Las 

especies de Aeromonas se distinguen de las bacterias intestinales Gram negativas, 

por la reacción positiva a la oxidasa en las colonias obtenidas en placas de agar base 

sangre. Las especies de Aeromonas se diferencian de los vibriones por la resistencia 

que muestran al compuesto 0/129 y porque no proliferan en caldo de NaCI al 6%. Las 

cepas de Aeromonas son susceptibles a tetraciclinas, amino glucósidos y 

cefalosporinas. 26 

El presente ensayo se propone como prueba tamiz para determinar la actividad de 

hemolisina, de Aeromonas hydrophila en medios de cultivo. 
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3. MARCO TEÓRICO 

3.1. GÉNERO Aeromonas 

El género Aeromonas está ubicado taxonómicamente en la familia Vibrionaceae, se 
reconocen tres especies móviles que infectan al hombre: A. hydrophila, A. caviae y A. 
sobria. Actualmente se propone que las Aeromonas deben pertenecer a una familia 
independiente, la familia Aeromonadaceae, que cuenta con diversas especies y 
caracterlsticas genéticas y fenotipicas propias. 2"º 
El género Aeromonas ha sido reportado en la literatura cientlfica internacional como 
agente causal de infecciones intestinales y extraintestinales, tanto en humanos como en 
una gran variedad de vertebrados e invertebrados; siendo las especies A. hydrophila y 
A. sobria las que se reportan con mayor frecuencia en muestras extraintestinales en las 
infecciones por Aeromonas, ya que A. caviae con frecuencia es reportada como 
enteropatógena asociada con gastroenteritis. 

La gastroenteritis es la presentación más común de infección en niños y en adultos, la 
cual es usualmente autolimitada. Estudios de laboratorio han demostrado la 
patogenicidad de estas especies de Aeromonas, principalmente A. hydrophila y A. 
sobria, productoras de toxinas extracelulares y enzimas durante su crecimiento, 
factores virulentos potenciales.A 

Las Aeromonas son bacilos cortos, los cuales miden 0.3-1.0 µm de diámetro y 1.0-3.5 
µm de longitud, son Gram negativos; presentan un flagelo polar, los cultivos jóvenes 
pueden formar flagelos peritricos en medios sólido; son anaerobios facultativos, 
quimiorganotróficos, su metabolismo es de tipo respiratorio y fermentativo, la 
temperatura óptima de crecimiento es de 22º C a 28º C, catabolizan carbohidratos 
como la O-glucosa con producción de ácido y gas; son oxidasa y catalasa positivas, 
arginina hidrolasa positivos y ornitina descarboxilasa negativos, ureasa y fenilalanina 
desaminasa negativas, gelatinasa y ONAsa son positivas. Reducen nitratos, fermentan 
carbohidratos como maltosa, O-galactosa y trehalosa. Son resistentes al agente 
vibriostático 2.4-diamino-6,7-diisopropil-pteridina (0/129). 

Las enfermedades causadas por Aeromonas sp. en el hombre, pueden dividirse en dos 
grupos: a) infecciones localizadas (gastroenteritis) y b) infecciones invasivas 
(bacteremia, otitis, meningitis, pericarditis, endocarditis, septicemia e infecciones 
urinarias y de heridas). Las diarreas provocadas por Aeromonas sp. son debidas 
frecuentemente a cepas toxigénicas las cuales pueden ser investigadas por diferentes 
pruebas in vitre (células adrenales Y-1 y células Vero) o in vivo (inoculación 
intragástrica en ratones lactantes y de íleon ligada de conejo o rata). El mecanismo por 
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el cual los enteropatógenos causan enfermedades diarreicas es por una adhesión al 
epitelio intestinal, colonización y secreción de toxinas.A 

Aeromonas ha sido reconocido como un enteropatógeno en humanos ya que desde 
1970 hay un mayor interés de las investigaciones en años recientes hacia este género 
por lo que hay una frecuencia de enfermos con una variedad de sintomas. El indice de 
aislamiento de este enteropatógeno es relativamente nuevo, varía de reporte a reporte, 
tal como un 33% en Bangladesh, 1-2% en Filipinas, aproximadamente un 10% en 
E.U.A. y Japón, 30-50% en Perú.22 

3.2. Aeromonas hydrophila 

Aeromonas hydrophila ha sido relacionada con un gran número de condiciones clinicas 
en hombres y otras especies de vertebrados. En contraste a la mayoria de las bacterias 
Gram negativas , A. hydrophi/a libera muchas proteínas, algunas de las cuales han sido 
implicadas como factores de virulencia, éstas incluyen las hemolisinas, proteasas, 
fosfolipasas, aciltransferasas, leucocidinas, y enterotoxinas, A. hydrophi/a produce dos 
hemolisinas , designadas como al a y P..- hemolisinas (formalmente aerolisina o 
proteína citotóxica) y una enterotoxina. Estas toxinas son se:rcaradas y purificadas por 
isoelectroenfoque y cromatografia de tamices moleculares.11

• 
0 

La naturaleza de sus efectos líticos sobre eritrocitos y efectos tóxicos sobre el cultivo de 
células de tejido difiere significativamente. La a-hemolisina es inactivada por agentes 
reductores y activada por oxígeno, entretanto la P..- hemolisina no se inactiva por 
agentes reductores y es más resistente '\ue la a-hemolisina a enzimas proteoliticas 
pero es inactivado por gangliósidos crudos. 0 

Cuando separamos las dos hemolisinas, la enterotoxina da reacción positiva en la 
prueba de asa intestinal de conejo, la piel de conejo y la prueba de células adrenales 
Y1; la sensibilidad de las células Y1 es baja comparada con ia toxina del cólera y la 
toxina L T de E. co/i. No se obtienen efectos citotóxicos en células Hela. 

A. hydrophi/a (Ae6) tiene dos clases morfológicamente diferentes de pilis. Uno de 
apariencia rigida acanalado y recto con un diámetro de 9 nm (pili Ae6-R) y el otro, 
flexible, ondulado y tiene una estructura helicoidal, con un diámetro de 7 nm (pili Ae6-
W). 

El pili Ae6- R consiste de una subunidad proteica con peso molecular de 18 kDa 
estimado por SOS -PAGE y contiene 42-3% de aminoácidos hidrofóbicos y un residuo 
de cisleina. Los pilis son solubilizados a subunidades proteicas de 18 kDa por 2-
mercaptoetanol, ditrioteitol, ácido clorhldrico, o calentamiento a 120º C por 5 minutos. 
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A. hydrophila Ae6 se adhiere fuertemente a intestino de conejo, asi como el intestino 
del humano y aglutina eritrocitos.22 

El anticuerpo anti-pili (fracción Fab) no bloquea la adhesión. El pili Ae6 purificado no se 
adhiere al intestino a los eritrocitos. Sin embargo, el anti-pili Fab inhibe la formación de 
pelicula de los organismos cultivados en medio liquido y también inhibe la aglutinación 
con sales de sulfato de amonio. El pili Ae6-R probablemente juega un papel de auto 
agregación de los organismos.22 

3.3. AEROLISINA 

Bernheimer y Avigad (1974) aislaron una proteina hemolitica, combinando 
fraccionamiento en sal y tamices a la cual llamaron aerolisina. Es una toxina proteica 
extracelular producida por la bacteria Gram-negativa Aeromonas hydrophila. La toxina 
es sintetizada como un precursor de alto peso molecular y se encuentra en el 
sobrenadante del cultivo de A. hydrophila. 11

•
23 

La aerolisina es una de un gran grupo de proteinas bacterianas que pueden atacar 
células blanco por formación de un canal en su membrana plasmática. La toxina tiene 
muchas propiedades en común con las porinas de la membrana exterior de las 
bacterias Gram-negativas, incluyendo una gran cantidad de estructura 13, y una alta 
proporción de cadenas laterales de aminoácidos hidrofílicos y no hidrofóbicos unidos en 
estructura primaria. Esta también es oligomerizada para producir un estado de 
inserción-competente.36 

Es secretada como un dimero por miembros del género Aeromonas y tiene alta afinidad 
para adherirse a células blanco que recientemente se ha demostrado que es una 
glicosil-fosfatidil inositol anclada a una glicoproteina. De la adhesión se sigue una 
heptamerización para formar una estructura que proponen contiene un tubo con 
conformación r.. la cual puede insertarse en la membrana y producir un canal. La 
aerolisina es una hemolisina que es sensible al calor, liberada durante la fase 
estacionaria de crecimiento. 36 

La hemolisina cruda es inactivada por calentamiento a 56º C durante 1 O minutos y es 
insensible a la tripsina. Fue separada en dos componentes de baja actividad especifica 
(puntos isoeléctricos de 5.5 y 4.3) por isoelectro enfoque. 11 

El producto purificado contiene actividad de fosfolipasa A y fosfolipasa C (las proteasas 
no fueron medidas) y por esta razón los autores no involucran la actividad de 
fosfolipasa en el mecanismo hemolitico. Esta aerolisina fue analizada de su contenido 
de aminoácidos y tiene 8 residuos de histidina I mol. Tiene un peso molecular de 
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49,000 Daltons. Los eritrocitos de diferentes especies de animales difieren 
grandemente en la sensibilidad a la acción litica de aerolisina, las membranas de los 
eritrocitos se adhieren a la toxina, y la eficiencia de pegado está en función de la 
sensibilidad a la lisis. La adhesión es independiente de la temperatura, no es 
dependiente de la presencia del ácido siálico en la membrana y ésta disminuye con el 
tratamiento previo con fosfolipasa C y proteasas.9

•
11 

La enterotoxina citotóxica causa acumulación de liquido en intestino de ratones jóvenes 
y en el asa ileal de conejo y produce efectos citotóxicos a células Vero. 9 
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Figura 1. Mecanismo de acción de la aerolisina. 
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3.4. CROMATOGRAFIA DE FILTRACIÓN POR GEL 

Conocida también como cromatografia de exclusión por tamaños o cromatografia de 
tamiz molecular. Las moléculas se separan de acuerdo con sus tamaños y formas. La 
fase estacionaria está constituida por gránulos de un material esponjoso hidratado que 
contiene poros que comprenden un intervalo de tamaño reducido, de dimensiones 
moleculares. 50 

Si por una columna que contenga estos "tamices moleculares" se hace pasar una 
disolución acuosa que contenga molécula de varios tamaños, las moléculas que son 
demasiado grandes para atravesar los poros quedarán excluidas del volumen de 
disolvente contenido en el interior de los gránulos del gel. Estas moléculas más grandes 
atravesarán, por lo tanto, la columna más rápidamente, es decir, en un volumen de 
eluyente menor que las moléculas que circulan a través de los poros.50 

La masa molecular de la molécula más pequeña que penetra en los poros de un gel 
determinado es el "limite de exclusión" del gel. Esta cantidad está en función de la 
forma molecular ya que las moléculas alargadas, como consecuencia de su radio de 
hidratación mayor, es menos probable que penetren homogéneamente en un poro de 
gel, como lo harian las moléculas esféricas del mismo volumen molecular.47 

El volumen de elución de un salute determinado v., es el volumen de disolvente que se 
necesita para eluir, el salute desde la columna después que ha establecido su primer 
contacto con gel. El volumen vacio de una columna se mide fácilmente como volumen 
de elución de un soluto cuya masa molecular es mayor que el limite de exclusión del 
gel. El comportamiento de un salute "x" sobre un gel especifico se caracteriza por la 
relación VeNo, que es el volumen de elución relativo (es una cantidad independiente de 
la columna particular que se emplea). Las moléculas con masas moleculares 
comprendidas por debajo del límite de exclusión de un gel se eluirán desde el gel en el 
orden, de sus masas moleculares siendo las de mayor masa las que eluyen en primer 
lugar. Los tamaños del poro en cualquier gel varian en un intervalo limitado de manera 
que las moléculas mayores disponen de un menor volumen en el interior del gel que las 
moléculas menores. Este efecto es la base de la cromatografia de filtración en gel. La 
CFG se emplea para determinar masas moleculares ya que puede aplicarse a 
muestras muy impuras (suponiendo que la molécula que interesa pueda identificarse) y, 
a que puede efectuarse con rapidez empleando un equipo sencillo. 47

·
50 

La filtración por gel se emplea con frecuencia para "desalar" una disolución de proteina 
(por ejemplo, una proteina precipitada por sulfato de amonio puede liberarse con 
facilidad un volumen mlnimo de tampón adecuado) y aplicando esta disolución a una 
columna de gel con un limite de exclusión inferior al de la masa molecular de la 
proteina. Por elusión de la columna con el tampón la protelna saldrá antes de que el 
sulfato de amonio a través de la columna.47 
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Figura 2. Cromatografla de filtración por gel. (a) gránulo del gel, (b)-(d) elución 
de la muestra y (e) diagrama de la elusión, indicando la separación de los 
componentes. 

3.5. DIÁLISIS 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

La diálisis es un proceso que separa moléculas de acuerdo con su tamaño mediante el 
empleo de membranas semipermeables que contienen poros de dimensiones inferiores 
a las macromoleculares. Estos poros permiten que moléculas pequeñas tales como las 
de los disolventes, sales y metabolitos pequeños, se difundan a través de la membrana 
pero bloqueen el tránsito de moléculas mayores. La cefalona (acetato de celulosa) es el 
material de diálisis que se emplea más corrientemente, aunque se emplean de modo 
semejante nitrocelulosa y colodión.50 

La diálisis (a la que no se considera una forma de cromatografía), se emplea 
rutinariamente para cambiar el disolvente en el que se encuentran disueltas las 
macromoléculas. Una disolución macromolecular se introduce en un saco de diálisis 
(que se confecciona habitualmente anudando tubo de membrana para diálisis por 
ambos extremos), que se sumerge en un volumen, relativamente grande, de disolvente 
nuevo. Después de agitar la disolución interior durante varias horas, se alcanzará el 
equilibrio entre ambas disoluciones pero las moléculas permanecerán en el interior del 
saco de diálisis. El proceso puede repetirse varias veces a fin de sustituir 
completamente un sistema disolvente por otro. La diálisis puede emplearse para 
concentrar una disolución macromolecular, empaquetando un saco de diálisis lleno en 
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un desecante polimérico tal como el polietilénglicol HOCH2(CHz--()-CH2 )nCH20H, que 
no puede penetrar a través de la membrana. La concentración se consigue porque el 
agua se difunde a través de Ja membrana y es absorbida por el polímero. 50 
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Figura 3. Separación de moléculas pequeñas y grandes por diálisis. 

3.6. DETERMINACIÓN DE PROTEiNAS POR EL MÉTODO DE 
LOWRY 

En 1912, Folin & Denis comprobaron que un reactivo de ácido fosfotúngstico
fosfomolíbdico daba color azul con diversas sustancias poseedoras de un radical 
fenólico. 

El tratamiento previo de las proteínas con una solución de cobre alcalina aumentaba la 
sensibilidad de la reacción del fenol de tres a quince veces. El color producido de esta 
forma resulta de la reducción del ácido fosfotúngstico y del fosfomolíbdico a azul de 
tungsteno y azul de molibdeno efectuada por el complejo proteína-cobre y por el 
triptófano y la tirosina de las moléculas proteicas. Estas dos últimas sustancias dan 
también color en ausencia de cu••, en tanto el resto de la proteína no da color sino 
existen esos iones en el medio; aproximadamente el 75 % del color que se forma 
depende de la presencia de Cu ... 19 
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3.7. AGLUTINACIÓN 

La aglutinación es el agrupamiento y sedimentación del antlgeno particulado luego de 
su reacción primaria con el anticuerpo. Fue observada por primera vez como una 
reacción bacteriana tras la incubación con suero de pacientes infectados. La 
aglutinación de los eritrocitos por incubación con suero, condujo al descubrimiento de 
los grupos sangulneos ABO. La aglutinación ha sido usada ampliamente como prueba 
de laboratorio por su fácil realización y versatilidad; sin embargo es sólo un 
procedimiento semicuantitativo. 27 

Los anticuerpos aglutinantes (aglutininas) pueden estar dirigidos contra antlgenos 
naturales de la superficie celular (aglutinación activa o directa) o contra sustancias que 
han sido aplicadas a la superficie de células o partlculas inertes (aglutinación pasiva o 
indirecta)27

. 

Las reacciones de aglutinación dependen de la formación de puentes entre los 
anticuerpos bivalentes (lgG) o multivalentes (lgM) y las particulas de antigeno con 
múltiples determinantes antigénicos. Las grandes particulas como eritrocitos y 
bacterias, contienen muchos antigenos diferentes, como también antigenos que 
aparecen cientos de veces en la superficie de la célula o particula. Es posible que las 
moléculas de anticuerpo se fijen a más de un sitio de una particula o bien a sitios 
equivalentes de diferentes particulas, a esto se le denomina "unión cruzada". Los 
antigenos con un sólo determinante antigénico no permitirlan la unión cruzada y por lo 
tanto no se aglutinarian. El anticuerpo puede fijarse a determinantes antigénicos de la 
misma partlcula o de partlculas diferentes, creando una red de elevado peso molecular 
que se aglutina o cae de la suspensión. Debido a su tamaño y multivalencia, se dice 
que la lgM es 750 veces más eficiente en la aglutinación que la lgG. La efectividad de la 
lgM en la aglutinación es la razón por la cual las moléculas de lgM se denominan 
"anticuerpos completos". Las moléculas de lgG, debido a que algunas veces no son 
efectivas en las uniones cruzadas, se designan como "anticuerpos incompletos". Entre 
los factores que influyen sobre la reacción de aglutinación se encuentran: la carga de 
las partículas, concentración de electrólitos y viscosidad, tipo de anticuerpo, 
determinantes antigénicos, temperatura y tiempo de incubación. 

3.7.1 AGLUTINACIÓN DIRECTA O ACTIVA 

Puede ser cualitativa o cuantitativa. La reacción cualitativa se efectúa en portaobjetos o 
en tubo, enfrentando un antisuero conocido a una suspensión de antigeno desconocido. 
Se usa para la identificación de bacterias y la determinación de grupos sanguineos, la 
lectura de los resultados se hace a los 3-5 minutos. La reacción cuantitativa permite 
una estimación aproximada de los anticuerpos presentes en el suero, mediante la 
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determinación del titulo de seroaglutinación. Se realiza en una batería de tubos, en los 
que se colocan diluciones crecientes del suero problema y una cantidad constante de la 
suspensión antigénica. La máxima dilución del suero que muestra todavia aglutinación 
expresa el título del suero. Se usa para el diagnóstico serológico de las infecciones por 
Sa/mone/la -reacción de Widal- (fiebres tiroideas y paratiroideas), en cuyo caso se 
pueden diferenciar los anticuerpos anti-O y anti-H de diferente significación diagnóstica, 
y por Bruce/la -reacción de Huddleson. En la aglutinación cuantitativa se presenta con 
frecuencia el fenómeno de prozona, que consiste en que no aparece aglutinación en los 
tubos que contienen las concentraciones mayores de suero y si en los siguientes. Se 
debe a inhibición de la reacción en exceso de anticuerpo, favorecida por la presencia de 
anticuerpos no aglutinantes.27 

3.7.2 AGLUTINACIÓN INDIRECTA, PASIVA O CONDICIONADA 

La reacción de aglutinación pasiva puede servir para el estudio de antigenos solubles y 
de sus correspondientes anticuerpos; esta reacción se basa en que los antlgenos 
solubles pueden fijarse por diversos procedimientos sobre partlculas inertes, tales como 
hematies (de humanos, ovinos y de pavo), colesterol, bentonita (arcilla), látex (pollmero 
de poliestireno, 0.81 µm de diámetro), polisacáridos y algunos antigenos proteicos 
(albúmina), y el derivado proteico purificado (DPP); estos transportadores sirven de 
aglutinógeno, indicando la interacción especifica de antigeno y anticuerpo; son 
fácilmente adsorbidos a la superficie de la particula. Estas partículas carecen de 
carácter antigénico; ó si lo poseen (hematles), éste no desempeña ningún papel en la 
reacción. Con respecto a la aglutinación directa, la aglutinación pasiva es una técnica 
más delicada, es cuatro veces más sensible que la aglutinación directa y mucho más 
que la precipitación, esto es resultado del tamaño de las partlculas antigénicas que 
intervienen en la reacción. 27

•
32 

Otros antigenos requieren pretratamiento de partículas para su adsorción. Métodos 
especiales para unir quimicamente antlgenos con células: 

= Por exposición suave de los eritrocitos a la acción de tripsina, ácido tánico u otros 
agentes similares, aumenta la proporción de uniones céiula-antigeno. 

=> Las proteinas que no se adsorben a los eritrocitos, o que son desadsorbidas 
durante el intento de llevar a cabo la aglutinación directa simple, deben unirse 
quimicamente a las membranas de los eritrocitos por unión covalente del antlgeno 
a la superficie celular mediante moléculas bifuncionales como la bisdizobencidina 
(BDB) o el glutaraldehido. Estas moléculas se fijan a la superficie celular y luego 
fijan el antigeno. 
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=> Empleando iones metálicos tales como cloruro de cromo, 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil), carbodiimida, 1,3-diflúor-4,6-dinitrobenceno para combinar 
antlgeno con eritrocitos. 

Cuando se utilizan hematles como soporte, Ja reacción se denomina hemaglutinación 
pasiva. Los hematíes frescos marcados se conservan poco tiempo, pero este puede 
prolongarse mediante Ja formalización de Jos eritrocitos. 

Las reacciones de Coombs (prueba de antiglobulina) son en esencia aglutinaciones 
pasivas en las que el antígeno fue fijado por un método inmunológico. Las reacciones 
de aglutinación pasiva se usan extensamente en el diagnóstico de las enfermedades 
infecciosas, por ejemplo, mediante microaglutinación en portaobjetos con partlculas de 
colesterol sensibilizadas con cardiolipina se realiza el diagnóstico de Ja slfilis (técnica de 
VDRL y Kline), para el diagnóstico de poliartritis crónica (determinación del factor 
reumatoide o anticuerpo antiglobulina, utilizando partículas de látex sensibilizadas con 
JgG humana) o el lupus eritematoso diseminado (determinación de anticuerpos 
anticuerpos antinucleares con látex sensibilizado con ADN-proteínas).27 

3.7.3 INHIBICIÓN DE LA AGLUTINACIÓN 

La inhibición de la hemaglutinación pasiva por el antígeno soluble permite cuantificar los 
antlgenos. Se emplea principalmente para la dosificación de hormonas plasmáticas o 
urinarias, por ejemplo, la de la GCH urinaria en el diagnóstico de embarazo; se incuba 
un antisuero estándar con la orina que se quiere dosificar, luego el antisuero se incuba 
con eritrocitos o con partículas recubiertas de Ja orina de que se trate. No hay 
aglutinación cuando Ja prueba es positiva, es decir cuando la orina contiene Ja hormona. 
En efecto, entonces Ja hormona presente en la orina neutralizó Jos anticuerpos 
aglutinantes y de esta manera suprimió la aglutinación, que suele observarse cuando 
no se encuentra la hormona.32 
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3.8. INMUNIZACIÓN Y ADYUVANTES 

La inmunización es la inducción de una respuesta inmune en un individuo competente, 
como resultado del contacto con un determinado antlgeno, en forma natural o artificial. 
La respuesta inmune puede ser humoral (mediada por anticuerpos), celular (en la cual 
participan linfocitos timo dependientes), o una combinación de ambas.32 

La formación de anticuerpos depende tanto de la respuesta del receptor, como de la 
antigenicidad del material inoculado. Existen varios factores que aumentan la 
antigenicidad como son: 
a). La polaridad de los grupos determinantes. 
b) La rigidez de estos grupos. 
c) Alto peso molecular del material inoculado. 
d) Capacidad del material inoculado para estimular la fagocitosis y la multiplicación de 

las células linfoides. 
e) La acción de los adyuvantes. 

El adyuvante más usado en la actualidad es el llamado adyuvante de Freud, que 
consiste en una emulsión de agua en aceite, y puede ser completo e incompleto. El 
adyuvante completo de Freud es una mezcla del antlgeno en solución salina y aceite 
mineral (Drakeoil, Bayal, Nujol), con un detergente neutro como emulsificante (Falba, 
Aquafor, Arlacel), y una micobacteria (Mycobacterium tuberculosis u otra) muerta por 
calor. El adyuvante incompleto carece de la micobacteria. 

La utilización de adyuvantes afecta en cierta medida el tipo de anticuerpos que se 
obtienen en la respuesta inmune; cuando se inocula ovoalbúmina en ausencia de 
adyuvante, se obtienen anticuerpos en la fracción gamma 1 de las globulinas; pero si se 
adicionan micobacterias, se obtienen principalmente anticuerpos de tipo gamma 2, que 
en electroforesis presentan una velocidad de migración anódica menor que las 
globulinas gamma 1.18

·
45 

El animal más usado en estudios inmunológicos es el conejo, debido a varias ventajas: 

a) Disponibilidad de estos animales durante todas las épocas del año, fácil manejo y 
mantenimiento en jaulas. 

b) Producción de niveles adecuados de anticuerpos. 
c) Posibilidad de administrar dosis múltiples de antlgeno por vla intravenosa, y de 

sangrar varias veces al animal utilizando la vena marginal de la oreja. 

En estudios inmunológicos el antlgeno se administra siempre por via parenteral, ya sea 
intravenosa, subcutánea, intradérmica, intramuscular o intraperitoneal, pero no se utiliza 
la via oral nunca, pues la mayoria de los antlgenos son hidrolizados por las enzimas del 
tracto gastrointestinal, y pierden su antigenicidad. La velocidad de absorción del 
antlgeno depende de la via de inoculación; si se utiliza la via intravenosa, intracardiaca 
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o intraperitoneal, el antigeno se absorbe más rápidamente que si se inocula por las vlas 
subcutánea, intradérmica o intramuscular.45 

3.9. ASA LIGADA DE CONEJO 

Las enterotoxinas causan una alteración de la actividad metabólica de las células del 
epitelio intestinal que provoca una liberación de electrolitos y liquido en el lumen. 
Actúan principalmente en el yeyuno y primera porción del lleon donde se produce la 
mayor parte del transporte de liquido. Las heces de los pacientes con un proceso 
diarreico causado por una enterotoxina que compromete al intestino delgado son 
profusas y acuosas y los neutrófilos polimorfonucleares y la sangre son caracterlsticas 
prominentes. 7 

Es una prueba clásica para detección de enterotoxina, para esta prueba se anestesia 
un conejo y se extrae a través de una incisión de la pared abdominal una sección larga 
del lleon. Con hilo para suturar se ligan diversos segmentos del lleon de unos 1 O cm de 
longitud, de modo que parezca una ristra de chorizos. Mediante una jeringa y aguja se 
inyectan en el lumen de distintas secciones volúmenes iguales de filtrado de cultivo en 
estudio, un filtrado positivo conocido y un control negativo con solo el medio de cultivo. 
El lleon es reintroducido en el abdomen del conejo y se cierra la incisión.7 

Luego de un periodo de varias horas se sacrifica el conejo y se examinan las asas 
intestinales. Aquellas que han recibido enterotoxina se encuentran distendidas con 
liquido que ha sido secretado al interior del asa, mientras que las que no han recibido 
toxina, se mantienen, como los controles, sin presentar ninguna distensión. En un 
mismo conejo pueden probarse varios materiales diferentes.7 

3.10. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA 

El término electroforesis se refiere al transporte de partículas a través de un solvente 
por un campo eléctrico. Es un método de alto poder resolutivo que combina la 
migración de un campo eléctrico y el tamizado molecular a través de un gel de 
corrida.25·32 

Los geles de poliacrilamida resultan de la polimerización en largas cadenas de la 
acrilamida monomérica (CH2=CH-CO-NH2) y de su entrecruzamiento por medio de la 
N,N-metilenbisacrilamida (CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH2), llamada 
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comúnmente bisacrilamida. El poro del gel formado de~enderá de las concentraciones 
relativas de ambos reactivos durante la polimerización. 3 

La polimerización de la acrilamida necesita de un iniciador del proceso. Los más 
comúnmente usados son el persulfato de amonio y la riboflavina. Se añade además 
como acelerador, N,N,N'.N'-tetrametilendiamina (TEMED). En el sistema persulfato de 
amonio-TEMED, este último cataliza la formación de radicales libres a partir del 
persulfato, lo que inicia la polimerización, en este mecanismo interviene la base libre 
TEMED, por lo que la acidificación retarda la polimerización. 

La electroforesis en gel de poliacrilamida puede desarrollarse usando sistemas buffer 
continuos o discontinuos; en los primeros donde los iones que constituyen el buffer 
durante todo el recorrido de la muestra (gel, reservorios) son Jos mismos y el pH es 
constante, cuando se usan estos sistemas, las muestras a analizar se siembran 
directamente en el gel de resolución. En los sistemas discontinuos, el buffer de los 
geles y el de los reservorios de Jos electrodos son diferentes. Normalmente el pH de 
ambas soluciones buffer son también distintos. Las muestras a analizar se siembran en 
un gel de poro grueso (gel de paso rápido, apilamiento o stacking) en buffer Tris-HCI, 
pH 6.8, al que se ha hecho polimerizar sobre el gel de corrida (pH 8.8). El buffer del 
recipiente que contiene el cátodo es Tris-glicina pH 8.3. Esto permite que volúmenes 
apreciables de muestras diluidas de protelnas puedan ser analizadas, ya que al ser 
sembrados en un gel de este tipo en el que los iones y el pH de los buffer son 
diferentes, las moléculas se desplazarán a través del gel y se concentrarán en una zona 
estrecha, en el limite correspondiente al gel de corrida, previo a su separación en éste. 
La separación está influida por el pH del gel (sólo en caso de electroforesis de protelnas 
nativas) y por la concentración del gel.25

· 

Es importante destacar que la relación entre el log 1o del peso molecular y la movilidad 
relativa de las proteínas es lineal en un rango limitado de peso molecular. Como regla 
general para la SDS-PAGE la relación se mantiene en los siguientes rangos: 15% 
acrilamida para 12-45 kDa; 10% acrilamida 15-70; 5% acrilamida, 60-200kD.32 

15 



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se ha reportado al género Aeromonas como agente causal de infecciones intestinales 
y extraintestinales, tanto en humanos como en una gran variedad de vertebrados e 
invertebrados; siendo las especies A. hydrophila y A. sobria las que se reportan con 
mayor frecuencia. La gastroenteritis es la presentación más común de infección en 
niños y en adultos, la cual es usualmente autolimitada. Estudios de laboratorio han 
demostrado la patogenicidad de estas especies de Aeromonas, principalmente A. 
hydrophila y A. sobria, productoras de toxinas extracelulares y enzimas durante su 
crecimiento, y de factores virulentos potenciales. Las cepas toxigénicas pueden ser 
investigadas por diferentes pruebas in vitro (células adrenales Y-1, células Vero) o in 
vivo (inoculación intragástrica en ratones lactantes y asa ileal ligada de conejo), debido 
a que no se cuenta con un método comercial para saber si la cepa de A, hydrophila es 
o no toxigénica y el grado de toxigenicidad de ésta, se propone un método 
inmunológico por microhemaglutinación pasiva para determinar si está presente o no la 
toxina aerolisina en una cepa de A. hydrophila aislada de una muestra de agua 
potable. 
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4.1. OBJETIVOS 

1. Obtener la toxina aerolisina cultivada en caldo BHI en condiciones especificas de 
temperatura, tiempo y agitación; partiendo de una cepa pura de Aeromonas 
hydrophila. 

2. Purificar parcialmente la toxina aerolisina, por medio de cromatografía de filtración 
por gel y diálisis. 

3. Cuantificar por micro técnica la capacidad de lisis de la toxina aerolisina sobre 
eritrocitos de rata. 

4. Obtener un antisuero anti-aerolisina por medio de una inmunización (aplicando un 
esquema de 45 dias) con aerolisina en un conejo NZW adulto. 

5. Cuantificar el titulo de hemaglutinación de la aerolisina por medio de 
microaglutinación en placa. 

6. Cuantificar el titulo de hemaglutinación del antisuero por medio de microaglutinación 
en placa. 

7. Evaluar el efecto de la aerolisina (enterotoxina) en un conejo Nueva Zelanda blanco, 
por medio de la prueba asa ileal ligada de conejo. 

4.2. HIPÓTESIS 

La detección de aerolisina producida por A. hydrophila y su cuantificación medida por 

inhibición de la hemaglutinación pasiva deberá correlacionar con el ensayo biológico. 

17 



5. DISEÑO DE INVESTIGACIÓN 

TIPO DE ESTUDIO 
Prospectivo, descriptivo, transversal y observacional. 

POBLACIÓN 
Para aplicar a un cultivo de Aeromonas hydrophila aislada de una muestra de agua 
potable. 

MATERIAL BIOLÓGICO 
Cultivo de Aeromonas hydrophila aislada de una muestra de agua potable. 

CRITERIOS DE INCLUSIÓN 

• Cultivo puro de Aeromonas hydrophila caracterizada previamente. 
De las fracciones de aerolisina parcialmente purificada tomar sólo los picos más 
altos de la determinación de protelnas a 280 nm para continuar con la investigación. 

CRITERIOS DE EXCLUSIÓN 

Se excluirán todos aquellos cultivos que no posean las caracterlsticas fenotlpicas y 
la morfología colonial y microscópica de Aeromonas hydrophila. 

CRITERIOS DE ELIMINACIÓN 
• Toda cepa de Aeromonas hydrophila contaminada. 

VARIABLES INDEPENDIENTES 

Condiciones de incubación de Aeromonas hydrophila para obtención de aerolisina. 
Purificación parcial de toxina aerolisina. 
Inmunización de conejo para obtención de antisuero. 
Eritrocitos de pollo y rata no deberán estar hemolisados. 
Preparación de soluciones. 
Manejo de pipetas automáticas 

VARIABLES DEPENDIENTES 
El número de ensayos. 

18 



6.MATERIAL 

EQUIPO 
Aoitador Vortex-Genie 
Balanza analltica. máx. 1600 d=0.1 Q 

Balanza granataria. Triple Beam Balance con 
capacidad hasta de 2610 ¡:¡ 
Cámara para electroforesis 
Centrlfuoa para tubos de ensavo 
Incubadora con aoitación v temperatura controladas 
Ultracentrlfuoa B-20A 
Fuente de ceder BRL 
Incubadora 
Incubadora con sistema de circulación -253 
Microscopio óptico 
Placa de calentamiento v aoitación Nueva 11 
Carrusel recolector de fracciones Redirac mod. 2112 
Plataforma de aoitación 
Espectrofotómetros UVNIS Lambda 1 v 2 

MATERIAL DE VIDRIO 
ca·as Petri 
Matraces Erlenme er de 500 ml 
Matraces volumétricos de 50, 100 1000 ml 
Pi etas raduadas de 1,5 1 O ml 
Porta ob"etos 
Tubos de ensa o de 12x75,13x100 18x150 mm 
Vasos de reci itado de 20, 100, 250, 500 1000 ml 

MATERIAL DE PLASTICO 
Camisas ara centrifu a IEC B-20 A 
Columna de cromato rafia 
Membrana de nitrocelulosa 
Placas de poliestireno y de polivinilo de alta adherencia 
de 96 ocillos con fondo en U 
Puntas ti o E endorf ara car a de muestras en eles 
Puntas desechables de 200 µL y 1000 µL para pipetas 
automáticas 
Tubos E endorf de 100 L 
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MARCA 
Scientific Industries, NC. 
Mettler HBO 
OHAUS 

Owl Scientific lnc. 
Solbat. Aparatos cientificos 
New-Brunswick scientific 
Damon IEC division 
Life Technolooies, lnc 
RIOSSA 
Precisión 
Zeizzer 
Svbron Thermolvne 
LKB Bromma 
Belice Glass lnc. 
Perkin-Elmer 

MARCA 
rex & Kimax 
rex 
rex 

rex & Kimax 

MARCA 

Pharmacia Fine Chemical 
Bio Rad 
lnter-Med Nunc y Corning 

Si ma-E endorf 
Sigma-Eppendorf 



MATERIAL BIOLOGICO 
Aeromonas h dro hila ce a ori en reviamente caracterizada 

ANIMALES DE LABORATORIO 
Ratas 
Cone·os 
Pollo 

MATERIAL ESTERIL 
Filtros estériles de lástico 
Frascos de plástico estéril (para cultivo celular) 
de 30 250 mL 

Pipetas automáticas tipo Eppendorf 
de 40-200 L 200-1000 L 
Pipeta automática tipo Eppendorf 
de 50 L ara 8 untas 

Peine para geles de 12x3 cm 
Empacadores de teflón de 0.5 cm de ancho 

Es ecie 
Winstar 
Nueva Zelanda - Blanco 
Le horn X Rede lsland 

MARCA 
Nal ene 
Nunclon 

Plasti ack 
Qfalcon.Becton Dickinson 

MARCA 
Finn i ette 
Labsystems 

Costar 

OWL Scientifics, lnc. 
Bio Rad 
Bio Rad 

MATERIAL Y EQUIPO DE DISECCION 
Ha· a ara bisturi estéril desechable Man o ara bisturi No. 4 
Pinza de disección de 14.5 cm Tabla de disección 

'""T""i~·e_ra_s-,--d~e.,cd_is_e_c...,.c.,..io_· n_c_o_n~u_n,-ta_ro,...m_a-:-:--:--.,-,------i Tijeras porta aguja de 18 
Pinza de disección con dientes de ratón de 14 cm cm Mayo-Hegar 
AGUJA ATRAUM TICA Y, C RCULO REDONDA- HILO TIPO 

CARACTERISTICAS 
B-5 26 mm - Hilo seda american negra trenzada tratada 
con silicón, estéril no absorbible calibre 00 75 cm 
T-5 - Hilo uirúr ice estéril crómico calibre 00 67 cm 
3/8 19 mm - Hilo monofilamento azul 3-0 nylon estéril no 
absorbible calibre 00 45 cm 
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Seda American 

CatGut Davis & Geck 
Atramat 



REACTIVOS MARCA 
Aceite Mineral Siama 
Acido acético CH3COOH Baker Analvzed Reactivo 
Acido bórico HJBOJ Técnica Qulmica S.A. 
Acido cltrico HJCsHs01 •H20 J.T. Baker Analvzed 
Acido clorhldrico HCI EM Science 
Acrilamida C3HsNO Siama 
Arlacel A deteroente Sioma 
Azida de sodio bis NaN3 J.T. Baker Analvzed 
Azul de bromofenol C 19H 10Br40 5S Merck 
Azul de Coomassie Sioma 
Bisacrilamida C1H10N202 Sigma 
Borato de sodio Na284Ü7.1 OH20 J.T. Baker Analvzed 
BSA Albúmina Bovina, Fraction V J.T. Baker Analvzed 
Carbonato de sodio Na2C03 J.T. Baker Analvzed 
Citrato de sodio Na3CsHs01. 2H20 Técnica Quimica S.A. 
Cloruro de bario BaCl2.2H20 J.T. Baker Analvzed 
Cloruro de cromo CrCI Mallinkrodt 
Cloruro de potasio KCI Técnica Quimica S.A. 
Cloruro de sodio NaCI Técnica Quimica S.A. 
Dextrosa CsH120s J.T. Baker Analvzed 
Dodecilsulfato de sodio (SOS) C12H2S04SNa Sioma 
EDTA C10H14N2Na20a .2H20 J.T. Baker 
Formaldehido solución al 37% HCHO J.T. Baker ACS 
Fosfato de sodio dibásico Na2HP0 •• 12H20 J.T. Baker Analyzed 
Fosfato de sodio monobásico Na2HP04.H20 J.T. Baker Analvzed 
Gelatina U.S.P. J.T. Baker Analvzed 
Glicerol 100 % CJHs(OHh Baker Analvzed Reactivo 
Glicina C2HsN02 Sioma 
Hidrosulfito de sodio Laboratorios Beli S.A 
Hidróxido de sodio NaOH Merck 
lnhibitor Protease cocktail Sioma 
2-13.-mercaotoetanol C2HsOS Siama 
Metanol CH30H Merck 
N, N, N' ,N' -tetramethvl-1,4-ohenvlendiamina C10H1sN2 Merck 
Persulfato de amonio (NH4)2S20a Sigma 
Sephadex G50-100 Sigma 
Sulfato de amonio (NH.hSO• Merck 
Sulfato de cobre cuso. J.T. Baker Analvzed 
Tartrato de sodio v potasio c.H.KNaOs•4H20 Merck 
TEMED CsH15N2 Sioma 
Tris-hidroximetil-amino-metano (HOCH2l CNH2 Sigma grado reactivo 
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7.MÉTODOS 

Cultivo en caldo 
BHI de Aeromonas ,,,...,.,..,..,,",_~ Obtención de toxina extracelular 

"aerolisina" 
hydrophila 

Obtención 
de anticuerpos e 

,¡¡;;;;;:;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;ti conejo inmunizad 
con aerolisina 

Título del antisuero 
medido por micro
hemaglutinación 

n 
9 

Purificación parcial de la aerolisina por diálisis 
y cromatografia en gel de Sephadex G50-100 

Cuantificación de actividad hemolítica por 
microhemaglutinación de la aerolisina 

l ' ' 

Cuantificación de 
protelnas totales por el 
método de Lowry 

Cuantificación de enterotoxina por 
método de "asa ligada de conejo" 
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7.1. CULTIVO DE Aeromonas hydrophila EN CALDO BHI PARA 
OBTENCIÓN DE LA AEROLISINA 

1. Sembrar tres placas para crecimiento masivo de Aeromonas hydrophila en agar 
BHI; incubando a 35º C durante 24 horas. 

2. Cosechar el cultivo masivo de las placas de agar BHI e inocular con ésta 3 
matraces Erlenmeyer de 500 ml con 200 ml de caldo BHI cada uno. Incubar a 
22º C con agitación de 150 rpm durante 19 horas. 

3. Separar el sobrenadante de la biomasa del cultivo de caldo BHI, centrifugando 
a 10,000 rpm durante 30 minutos. Adicionar sulfato de amonio (NH4 )2S04 al 
sobrenadante (336 g 1600 ml) dejar toda la noche en refrigeración. 

4. Centrifugar a 6,000 rpm durante 20 minutos. Desechar el sobrenadante y tratar 
el precipitado disolviéndolo en una solución de 7.5 ml de borato de sodio 0.3 M 
y centrifugar a 6,000 rpm durante 10 minutos. 

5. Realizar un segundo lavado ahora con 4 ml de borato de sodio 0.3 M a 6000 
rpm durante 10 minutos. Separar el sobrenadante que es donde se encuentra la 
aerolisina. 

6. Purificar la aerolisina obtenida, pasándola por diálisis o bien por cromatografía 
en gel de Sephadex G50-100. 

7.2. PURIFICACIÓN PARCIAL DE LA AEROLISINA POR 
CROMATOGRAFÍA DE FILTRACIÓN POR GEL. 

1. La muestra se aplica a una columna de Sephadex G50-100, previamente 
calibrada. Colectar fracciones de 2 ml de todo el volumen que se desplace en 
la columna. 

2. Medir actividad biológica (cuantificación del título de lisis por 
microhemaglutinación) de las fracciones colectadas que dieran mayor 
absorción a 280 nm. 

7.3. DIÁLISIS PARA ELIMINAR EL SULFATO DE AMONIO. 

1. Hacer una diálisis en PBS a la aerolisina obtenida, , colocando la disolución en 
un saco de membrana para diálisis. Sumergir el saco de diálisis en un volumen 
de 500 ml aproximadamente de solución buffer de sales de fosfato (PBS), y 
dejar reposar toda la noche en refrigeración. 
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2. Sacar el saco de diálisis que contiene a la aerolisina parcialmente purificada y 
guardar en un frasco ámbar perfectamente etiquetada. Cuantificar proteinas por 
el método de Lowry a esta aerolisina parcialmente purificada para conocer su 
concentración. 

7.4. DETERMINACIÓN 
AEROLISINA. 

DE HEMAGLUTINACIÓN DE LA 

1. Colocar 50 µL de amortiguador (Tris -gelatina-cloruro de sodio) en cada uno de 
los pozos de la placa de micro titulación. 

2. Adicionar 50 µL de aerolisina (concentrada), al primer pozo de las filas, y hacer 
diluciones mezclando bien 5 veces hasta llegar al pozo 11. 

3. Agregar 50 µL de una suspensión de glóbulos rojos de rata en amortiguador 
(Tris -gelatina-cloruro de sodio) ajustados a 0.8 de densidad óptica, a todos los 
pozos incluyendo los testigos que son los pozos No. 12 de cada fila. 

4. Incubar a 35º C por 30 minutos y leer el titulo de aglutinación, reportar el titulo de 
lisis como la inversa de la dilución. 

7.5. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD NEUTRALIZANTE DEL 
SUERO ANTI AEROLISINA. 

1. Colocar una gota de 50 µL de buffer (Tris -gelatina-cloruro de sodio) en cada 
uno de los pozos de la placa de micro titulación. 

2. Adicionar 50 µL del suero (suero de conejo inmunizado, diluido), al primer 
pozo de la fila A y se va diluyendo, mezclando bien 5 veces hasta llegar al 
pozo 9 de la fila B. 

3. Adicionar a todos los pozos 50 µL de la dilución de la aerolisina que haya 
dado el titulo de 2 Unidades Hemoliticas, incluyendo los testigos que son los 
pozos 9-12 de la fila B. Incubar a 37º C por 30 minutos. 

4. Adicionar 50 µL de una suspensión de glóbulos rojos de rata en 
amortiguador (Tris -gelatina-cloruro de sodio) ajustados a 0.8 de densidad 
óptica a todos los pozos de las filas. 

5. Incubar a 35º C por 30 minutos y leer el titulo de aglutinación, reportando el 
titulo como la inversa de la dilución. 
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7.6. DETERMINACIÓN DE LA INHIBICIÓN DE HEMAGLUTINACIÓN. 

1. Colocar 50 µL de solución PBS en cada pozo de la microplaca de 
aglutinación. 

2. Adicionar 50 µL de suero de conejo inmunizado con aerolisina al primer pozo 
e ir diluyendo (mezclar bien 5 veces en cada pozo) desde el pozo1 al pozo 
11, el pozo 12 será testigo. 

3. Adicionar 50 µL de suspensión de eritrocitos de pollo pegados con cloruro de 
cromo a la aerolisina a todos los pozos (desde el 1 hasta el 12). 

4. Incubar a 35 ° C durante 60 minutos. Refrigerar toda la noche y leer el titulo 
de inhibición. 

7.7. CUANTIFICACIÓN DE ENTEROTOXINA POR MÉTODO DE ASA 
LIGADA DE CONEJO. 

1. Se realiza en un conejo Nueva Zelanda blanco que tengan un peso corporal 
entre 1.3 - 2.3 Kg. 

2. Aplicar como anestésico general pentobarbital sódico a una dosis de 1 ml 
por cada 2.5 Kg de peso por via intravenosa. Extraer intestino delgado para 
localizar ileon. 

3. Del tramo que se va a ligar se hacen cinco segmentos transversales de 
aproximadamente 5-8 cm cada uno. Inocular en los segmentos elegidos: 1 
ml de aerolisina parcialmente purificada en PBS, 1 ml de aerolisina· 
antisuero y 1 ml de solución PBS por separado en cada segmento; dejando 
un espacio igual de 5-8 cm entre cada segmento inoculado. 

4. Una vez terminada la técnica se procede a cerrar la cavidad abdominal 
suturando. Desinfectar la región suturada y dejar al conejo en recuperación. 

5. Sacrificar el conejo después de 16-18 horas aplicando una sobredosis de 
anestésico (2 mU2.5 Kg de peso). Proceder a retirar todos los puntos de 
sutura, extraer el intestino delgado y localizar las asas ligadas. 

6. Medir el volumen del líquido acumulado; una acumulación de 0.5 mUcm o 
más se reporta como prueba positiva, un fluido sanguinolento indica probable 
destrucción de la mucosa. 
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8. RESULTADOS 

Tabla 1. Medición de la absorbancia a 280 nm de las fracciones colectadas de la 
purificación de aerolisina por medio de cromatografia en columna con Sephadex G50-
100. 

No. de ABSORBANCIA No. de ABSORBANCIA No. de ABSORBANCIA 

FRACCIÓN A 280nm FRACCIÓN A280 nm FRACCIÓN A 280 nm 

1 0.100 19 3.117 37 0.002 

2 1.542 20 1.738 38 0.001 

3 0.581 21 0.470 39 0.005 

4 0.315 22 0.298 40 0.005 

5 0.481 23 0.162 41 0.001 

6 0.613 24 0.102 42 0.003 

7 1.187 25 0.067 43 0.006 

8 2.335 26 0.046 44 0.006 

9 3.515 27 0.029 45 0.004 

10 3.462 28 0.021 46 0.005 

11 1.058 29 0.016 47 0.006 

12 3.768 30 0.011 48 0.003 

13 3.623 31 0.011 49 0.005 

14 3.697 32 0.012 50 0.000 

15 3.316 33 0.003 51 0.008 

16 3.322 34 0.006 52 0.009 

17 3.505 35 0.001 53 0.009 

18 3.289 36 0.002 54 0.005 
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Gráfica 1. Absorbancla a 280 nm de las diferentes fracciones de aerolisina purificada por 
columna de cromatografla de columna de Sephadex G50-100. 
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Gráfica 2. Actividad hemolltica (titulo de hemólisis) de la aerolisina de las diferentes fracciones 

colectadas de fa purificación por cromatografla de columna con Sephadex GS0-100. 
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Tabla 2. Actividad hemolitica (titulo de hemólisis) de la aerolisina de las diferentes 
fracciones colectadas de la purificación por cromatografla de columna con Sephadex 
G50-100. 

No. de 

fracción 

2 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

Titulo de 

hemólisis 

o 
8 

16 

32 

4 

4 

8 

o 
o 
o 
16 

16 

16 

16 

16 

32 

32 

8 

No. de 

fracción 

19 

20 

21 

Titulo de 

hemólisis 

8 

8 

8 

No. de 

fracción 

37 

38 

39 

22 8 40 

34 :J. i\ • •8 52 

. 35.: ·.···. . 8 53 

36 : 8 54 
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8 
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8 
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4 

4 

4 
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;... Titulo de hemólisis de la aerolisina obtenida del segundo cultivo purificada por 
diálisis. Prueba por duplicado 

Filas A-B 
lisis total= pozos 1-3 

Titulo 2UH = 8 
lisis parcial = pozo 4 testigos negativos = pozos 

10-12 de las filas A-B 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Figura 4. Título de hemóllsls de la aerollsina obtenida del tercer cultivo 

,.._ Titulo de hemólisis de la aerolisina obtenida del tercer cultivo purificada por 
diálisis. 

Filas E-F 
lisis total = pozo 1 

Titulo 1UH = 2 
lisis parcial = pozos 2- 4 testigos negativos = pozos 

10-12 de la fila F 

Se cuantificó el contenido proteico de la aerolisina parcialmente purificada, bien sea, 
por cromatografía en gel de Sephadex o por diálisis; por el método de Lowry. Se 
eligieron las fracciones 11, 14 y 16 debido a que la aerolislna está presente en dichas 
traer-iones como se observa en ambas gráficas y la actividad lítica de la fracción 11 
(título de 16) es diferente con respecto a las fracciones 14 y 16, teniendo estas dos 
últimas el mismo título de lisis. 
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Tabla 3. Concentración de proteína (aerolislna) medida por el método de Lowry en los 
dos cultivos. 

Cultivo 
(µg I mL) de 

No. de fracción 
protelna 

11 638.25 

1 14 999.99 

16 610.50 

111 Alícuota 1,526.37 

¡;. Título del antisuero. (por neutralización\ 

Fiias A-B Titulo= 32 
lisis total = pozos 1-4 lisis parcial = pozos 5-8 testigos negativos = pozos 9-

12 de la fila B 

Antisuero concentrado y Antígeno (1 :8) prueba sencilla, se repitió y se observó 
que era reproducible. 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A t: ·.\ e ) C) '.. ·, :~; , ) o , ¡ C) C) c0 e·~ 
B () C) o : (~1@¡ (~ ~ ) 1. 

e ·: •.. 
D 
E ( i: H. l r 

F C '" ., ,". 
G ·~--~-' · ... ) ·, J 1 / ...... _ _) ' .... / ¡·._ 

H ,. ¡ ( ~¡ ( ) i . ) ,· ) ; '¡ ( ) r 

Figura 5. Titulo del antisuero. 
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¡;... Inhibición de la hemaglutinación. 

Título de aerolisina (se va diluyendo) con antisuero (1 :4) y eritrocitos 
sensibilizados. 

Filas Ay B Titulo= 8 

antisuero (1 :4) y Antígeno concentrado. Prueba por duplicado. 

testigos = pozo 12 de la fila A y B 

;.. Inhibición de la hemaglutinación. 

Título de aerolisina (se va diluyendo) con antisuero (1:32) y eritrocitos 
sensibilizados. 

Filas O Titulo = 4 

antisuero (1 :32) y Antígeno concentrado. Prueba sencilla. 

testigos = pozo 12 de la fila D 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A • • •••• • 

B 0::;)• ••• • 
e C> C) O C) I< ) O . ; e ~1 :· ) 1C '_ ) -
D 000000000 • 
e ::·) .. ~- ~ ~I !;:_ : e~-·' 
F 
G ¡,, ,. 

) 

) 
" ) 

; ) ' 
H ; " ". 

Figura 6. Inhibición de hemaglutinaci6n 
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Figura .7. Muestra una asa ligado del lleon de conejo inmediatamente después de ser Inoculado 
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Figura 8. Muestra los diferentes segmentos del ileon de conejo ligado después de 18 horas de 
haber sido inoculado. 
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Figura 9. Liquido acumulado extraído de las asas de lleon ligado de conejo después de 18 
horas de inoculado. con aerolisina a la izquierda, solución PBS en el centro y 
aeroiisina con antisuero a la derecha. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Tabla 4. Actividad de la enterotoxina en asa de fleon ligada de conejo. 

No. Segmento I 
16-18 horas después de la inoculación material inoculado 

(1 mL) Grosor de asa Volumen de liquido acumulado 

1° I Aerolisina 1.49 cm 6ml 

3° /Aerolisina-antisuero 1.52 cm 7.5 ml 

5° I PBS 1.06 cm 1.9 ml 
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Figura 10. Electroforesis en gel de poliacrilamida con gel concentrador al 5 o/o y gel separador 
al 12%. La columna de Ja derecha corresponde al marcador de peso molecular y la 
columna de la izquierda corresponde a la muestra de aerolisina. 
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9.ANÁLISIS DE RESULTADOS 

De la gráfica 1 "Fracciones eluldas (No. de tubo) vs. absorbancia a 280 nm", se observa 
un conjunto de tres picos, esto indica que la purificación (separación) fue adecuada y 
que la protelna de interés se encontraba en éste último pico. De igual forma en la 
gráfica 2 "Fracciones elufdas vs. título de hemólisis", aparecen dos picos máximos con 
actividad lltica y éstos mismos corresponden a los observados en la gráfica 1, por lo 
que se confirma que la aerolisina se encuentra en estas fracciones. 

En lo referente al título del antisuero, se probaron varias diluciones (1:25, 1:10, 1:4 y sin 
diluir) y se probaron contra 2 UH de aerolisina. Se observó que el antisuero neutralizó 
a una dilución 1 :32. 

El efecto de la enterotoxina evaluado in vivo, por medio de la prueba de asa ligada de 
íleon de conejo, no fue neutralizado por el antisuero: sin embargo se observó un efecto 
facilitador del anticuerpo sobre la actividad de la toxina, como se pudo observar al 
incrementar casi el triple el edema de la toxina sola y cuatro veces este efecto con 
respecto al fragmento que funcionó como testigo negativo del ensayo. El efecto 
facilitador de algunos anticuerpos sobre enzimas que incrementan su actividad 
biológica se ha observado en varios sistemas enzimáticos, en donde se propone que el 
anticuerpo induce cambios conformacionales en las enzimas que producen un aumento 
en su actividad (Arnon 1973). 

Finalmente para la identificación parcial de la toxina por medio de una SDS-PAGE, se 
emplearon diferentes concentraciones del gel de poliacrilamida, siendo al 5 % el gel 
concentrador y al 12 % el gel separador la mezcla que dio mejores resultados. Al 
comparar en el gel el corrimiento tanto del marcador de peso molecular como de la 
muestra se observa un corrimiento uniforme de ambos, la banda de la muestra se 
corresponde con una banda del marcador de peso molecular correspondiente a 50 KDa 
como lo refiere la literatura, lo cual nos indica que la aerolisina obtenida tiene una 
pureza muy aceptable, ya que no se detectan otras bandas cercanas que puedan 
indicar impurezas. 
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10. CONCLUSIONES 

Se alcanzaron los objetivos planteados al obtener la toxina extracelular "aerolisina" a 
partir de una cepa silvestre de Aeromonas hydrophila, asl como la purificación parcial 
de la toxina por precipitación con sulfato de amonio y cromatografía de columna con 
Sephadex G50-1 OO. 

Con la toxina purificada se obtuvo un antisuero de conejo capaz de neutralizar la 
aerolisina in vitro por técnicas de hemaglutinación. Este antisuero resultó útil para 
elaborar una prueba de hemaglutinación pasiva. 

De la prueba de asa ligada de conejo se concluye que el antisuero también va dirigido 
contra la enterotoxina, a la que no neutraliza; pero el anticuerpo tiene la capacidad de 
potenciar su efecto biológico. Esto nos indica que la hemolisina y la enterotoxina están 
estrechamente unidas; pero que son dos protelnas diferentes, con actividades 
biológicas también diferentes. 
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11. PROPUESTAS 

Probar el antisuero con otras cepas de Aeromonas para detectar Ja presencia de 
aerolisina y/o enterotoxina y poder identificar asi a Ja especie A. hydrophila. 

Verificar el efecto in vivo con otras cepas ( por ejemplo de E. coli y V. cho/erae) 
empleadas corno testigos positivos y comparar los efectos. 

Usar otras técnicas de separación, corno podrian ser, resinas de intercambio iónico, 
isoelectroenfoque etc., con la idea de separar la aerolisina de la enterotoxina y poder 
preparar anticuerpos especificas con cada una de ellas y usarlos con fines de 
detección. 

37 



12. ANEXOS 

l. CARACTERÍSTICAS DE LA AEROLISINA (BETA-HEMOLISINA) 

Estructura tridimensional de la proaerolisina 

PROPIEDADES 

Rendimiento óptimo: a las 24 hs a 37° C 
Peso molecular 50- 51 KDa. 
Puntos isoeléctricos: 5.5 y 4.2 o 5.56 y 5.39. 
Inactividad a 56° C, 10 minutos a pH 7.0 y a 37° C 1h a pH 8.2. 
Estable en presencia de tripsina y pronasa 
lnactivada por Fe•2

, DDT y Cisteina. 

EFECTOS BIOLÓGICOS 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Actividad hemolitica: los eritrocitos de rata son los más sensibles 

Inhibición: por ganglíosidos 
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Citotoxicidad una gran variedad de células son susceptibles al efecto de ésta cuya 
acción es irreversible uniéndose a la membrana celular de O a 37° C liberando 
marcadores de bajo peso molecular en fibroblastos, llenando el citoplasma con 
va cu olas. 

Receptores de membrana: glicoprotelnas 

Dosis dermonecrotica: 0.1 µg 

Dosis letal: 0.4 ~1g por vla intravenosa en ratón 

Prueba de asa de conejo: 30 µg induce la acumulación de pequeñas cantidades de 

fluido sanguinolento. 

COMPOSICIÓN DE AMINOACIDOS 

RESIDUOS INTEGRACION 
AMINOACIDO [µM] DE APROXIMADA A 8 

HISTIDINA=1 RESIDUOS I HISTIDINA 
1 Acido. aspártico 2.232 8.36 67 
Treonina 1.200 4.49 36 
Serina 1.320 4.94 40 

! Acido alutámico 1.776 6.65 53 
Proliia 1.128 4.22 34 
Glicina 1.896 7.10 57 
Alana 1.560 5.84 47 
Baliña 1.140 4.27 34 
Meticona 0.144 1 8 
Izo leucina 0.717 2.69 22 
Leucina 1.224 4.58 37 
Tirosina 0.645 2.42 19 
Fenilalanina 0.594 2.22 18 
Lisina 0.867 3.25 26 
Histidina 0.267 1.00 8 
Arninina 0.573 2.14 17 
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11. TÉCNICAS EMPLEADAS 

•:• CUANTIFICACIÓN DE PROTEINAS POR EL MÉTODO DE LOWRY 

No. tubo Blanco 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
Soln o.o 0.1 0.2 0.3 0.4 o.s 0.6 0.7 o.e 0.9 1.0 ---

Stock de ml ml ml ml ml ml ml ml ml ml ml 
BSA 
H,O 1.0 0.9 o.e 0.7 0.6 o.s 0.4 0.3 0.2 0.1 o.o 0.9 

destilada ml ml ml ml ml ml ml ml ml ml ml mL 
Muestra ---- ---- ---- --- - ---- ---- ---- ---- --- --- 0.1 

ml 
Reactivo 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 

e ml ml ml ml ml ml ml ml ml ml ml mL 
Delar reoosar 10 minutos 

Reactivo 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 
D ml ml ml ml ml ml ml ml ml ml ml ml 

Delar reoosar 30 minutos 

Leer la absorbancia a una longitud de onda de 640 nm, graficar los datos de 
absorbancia vs concentración y reportar en mg/mL la concentración de la muestra. 

Solución Stock de BSA 
mL Concentración mL Concentración 

equivalente tna/mL) equivalente tun/mL) 
0.1 25 0.6 150 
0.2 50 0.7 175 
0.3 75 0.8 200 
0.4 100 0.9 225 
0.5 125 1.0 250 
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•:• ESQUEMA PARA INMUNIZACIÓN DE CONEJO CON AEROLISINA 

DIA ACTIVIDAD 

o 
1 mg de aerolisina en 1 ml de solución salina + 1 

1ª ml de adyuvante completo de Freud. Administrar 
inmunización en sitios múltiples a lo largo del lomo por via 

intradérmica. 

14 
1 mg de aerolisina en un ml de solución salina + 

2• 1 ml de adyuvante incompleto de Freud. 
inmunización Administrar en sitios múltiples a lo largo del lomo 

por via intradérmica. 

35 
0.5 mg de aerolisina en un ml de solución salina. 

3• Administrar en sitios múltiples a lo largo del lomo 
inmunización por via intradérmica. 

40 
0.5 mg de aerolisina en un ml de solución salina. 

4• Administrar en sitios múltiples a lo largo del lomo 
inmunización por via intradérmica. 

45 Sangrar al conejo para obtención del suero. 
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•:• PEGADO DE AEROLISINA A GLÓBULOS ROJOS DE POLLO CON 
CLORURO CROMICO. 

1. La protelna (aerolisina) debe de estar dializada con solución salina 0.85% para 
eliminar todo el fosfato, de la diálisis previa con PBS. Realizar tres lavados a los 
eritrocitos de pollo (eritrocitos nucleados en solución de Alsever), a 2000 rpm 
durante 5 minutos con solución salina isotónica al 0.85% para eliminar los 
eritrocitos que estén lisados. 

2. Ajustar la proteina (aerolisina) al 0.1 % con solución salina isotónica. De los 
eritrocitos de pollo lavado tomar 0.1 mL del paquete y adicionarle 0.2 mL de 
aerolisina ajustada al 0.1 %. 

3. Agitar manualmente el tubo durante cinco minutos sin rebotar. Agregar gota a 
gota 0.2 mL de solución de cloruro crómico (CrCI) en solución salina isotónica al 
0.1 % recién preparada (1 O mg/ 1 O mL). 

4. Sin dejar de agitar manualmente cuidando de no producir espuma, durante 5 
minutos a temperatura ambiente. Lavar 4 veces con solución salina isotónica 
de la siguiente manera: el primer lavado se hace centrifugando a 1500 rpm 
durante 7 minutos, los otros tres lavados se realizan centrifugando a 2000 rpm 
durante 5 minutos. 

5. Llevar a 1 O ml con solución de PBS, quedando de esta manera tanizados los 
eritrocitos. Comprobar si se realizó bien el pegado de los eritrocitos de pollo a la 
aerolisina, mediante una prueba de inhibición de la hemaglutinación. 
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•:• ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA 

Gel de separador o de corrimiento de poliacrilamida al 12 % (10 ml) 

Agua bidestilada 
Acrilamida-bisacrilamida (solución A) 
Amortiguador Tris pH= 8.8 (solución B) 
SOS al 1 O % (solución D) 
PSA al 1 O % (solución E) 
TEMED (solución F) 

Gel concentrador de poliacrilamida al 5 % ( 5 mL) 

Agua bidestilada 
Acrilamida-bisacrilamida (solución A) 
Amortiguador Tris pH= 6.8 (solución C) 
SOS al 10 % (solución D) 
PSA al 10 % (solución E) 
TEMED (solución F) 

PROCEDIMIENTO 

3.3mL 
4.0 ml 
2.5mL 

100.0 µL 
100.0 µL 

8.0 µL 

3.4 ml 
830.0 µL 
630.0 µL 

50.0 µL 
50.0 µL 
7.0 µL 

1. Montar el soporte donde se forma el gel de poliacrilamida. El material deberá 
estar perfectamente limpio, seco y libre de grasa. 

2. Sellar el soporte de los lados con ayuda de pinzas y la parte inferior con agarosa 
al2%. 

3. Preparar el gel de corrimiento y vaciarlo al armazón a un nivel aproximado de 4 
cm del borde superior. 

4. Una vez polimerizado el gel. Preparar el gel concentrador. 

5. Llenar el armazón con el gel concentrador y colocar inmediatamente el peine 
cuidando de no generar burbujas bajo los dientes de éste. 

43 



6. Dejar reposar el gel aproximadamente cinco minutos y retirar el peine teniendo 
cuidado para no romper los pozos. 

7. Tratamiento de la(s) muestra(s): Combinar cuatro partes de la muestra con una 
parte del amortiguador de muestra 4x (solución G), en un tubo Eppendorf, el cual 
se coloca en un baño de agua hirviendo durante dos minutos. 

B. Colocar la (s) muestra (s) y el marcador de peso molecular cada una en un pozo 
diferente del gel. Colocar el armazón en su posición dentro de la cámara de 
electroforesis. 

9. Llenar la cámara con amortiguador de corrimiento (solución H). 

10. Conectar la cámara de electroforesis cargada con el gel y la(s) muestra (s) a la 
fuente de poder aplicando corriente eléctrica de 80 volts, hasta que llegue al gel 
separador a partir del cual se aumenta el voltaje a 120 volts de corriente 
constante. 

11. Suspender el suministro de corriente cuando el colorante de la (s) muestra (s) 
quede aproximadamente a 0.5 cm del límite inferior de los cristales. 

12. Desensamblar el armazón del gel (separar los vidrios). 

13. Colocar el gel en la solución de azul de Coomassie para su tinción. Decolorar 
hasta que el gel tenga el color deseado. 

14. Secar el gel a 50º C durante una hora en el secador de geles. 

Figura en la que se observa la colocación de la muestra para la electroforesis 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



111. MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS 

• Agua Peptonada 10 X pH 9.0 para preparar 200 ml 

Peptona de caselna 
Cloruro de sodio 
Agua destilada 

Ajustar el pH con hidróxido de sodio 

20g 
20 g 

200ml 

Repartir 50 ml a un matraz de 500 ml con tapón de rosca más 450 ml de la muestra 

• Agar bacteriológico al 1.8 % 

Se usó para solidificar el caldo BHI. 

• Caldo B H 1 (Infusión Cerebro Corazón) 
Infusión de cerebro de ternera 
Infusión de corazón 
Peptona proteasa Saeto 
Dextrosa Saeto 
Cloruro de sodio 
Fosfato de sodio 

fórmula por litro 
200 g 
250 g 

10 g 
:<!g 
5g 
2.5g 

Disolver 37 gen 1000 ml de agua destilada, esterilizar a 121º C por 15 mln. pH final 7.4 ± 
0.2 a 25 • c 

• Todd Hewitt Broth Fórmula por litro 

Infusión de 450 g carne de res libre de grasa 
Triptona 
Dextrosa 
Bicarbonato de sodio 
Cloruro de sodio 
Fosfato de sodio 

10 g 
20 g 
2g 
2g 
2g 
0.4 g 

Disolver 36.4 g en 1000 rnl de agua destilada, esterilizar por autoclave a 115º C por 1 O mln. 
pH final 7.8 ± 0.2 a 25 º C 
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• Agar CASO ( Soya-Tripticaselna) Fórmula por litro 

Peptona de caselna 
Peptona de harina de soya 
Cloruro sódico 
Agar-agar 

15 g 
5g 
5g 

15 g 

Disolver 40 gen 1000 ml de agua destilada, esterilizar por autoclave a 121º C por 15 mln. 
pH final 7 .3 ± 0.2 a 25 º C 

• Base para agar sangre Fórmula por litro 

Infusión de músculo cardiaco 
Peptona de carne 
Cloruro de sodio 
Agar-agar 
pH final 7.3 ± 0.2 a 25 º C 

375 g 
10 g 
5g 

15 g 

Rehidratar 40 g en 1000 mL de agua destilada, calentar hasta punto de ebullición y completa 
disolución del medio; esterilizar por autoclave a 121• C por 20 min. 
Enfriar a 45-50" C y agregar de 5-10% de sangre desfibrinada de borrego o camero estéril 
girando suavemente el matraz para evitar la formación de burbujas, homogenizar y vaciar en 
cajas de Petri estériles. 

• Peptona de caseína (digerido pancreático) 
Nitrógeno total 
Nitrógeno amlnico /nitrógeno total 
Sodio 
Cloruros 
Hierro 
Humedad 
Solubilidad (30" C) 25g/1000 mL 
PH (al 2% de solución) 7.0 ± 0.2 
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Fórmula por litro 
12.8% 
37.5% 
3.6% 
0.3% 

< 30 ppm 
3.7% 



IV. PREPARACIÓN DE SOLUCIONES 

•:• Solución de Alsever fórmula para 100 ml 

Dextrosa 
Citrato de sodio (2H20) 
Acido cltrico (H20) 
Cloruro de sodio 
Agua destilada 

2.05 g 
0.80 g 
0.055 g 
0.420 g 

100 ml 

Nota: No deberá usarse pasadas cuatro semanas de su 
recolección. 
Esterilizar esta solución en autoclave a 1 O lbs de presión/15 
min. El pH deberá ser de 6.1 ajustar con ácido cltrico al 10% o 
con NaOH 0.1N. 
La sangre de carnero se recibe en esta solución volumen a 
volumen y se deja durante una semana en refrigeración antes 
de usarse para que se estabilice. 

•:• Buffer TRIS 0.01M pH 7.2 - NaCI 0.145 M - Gelatina al 2%. 
fórmula para 1000 ml 

TRIS (hidroximetilaminometano) 
Cloruro de sodio 
Gelatina 

1.21 g 
8.41 g 

20.00 g 

Disolver la gelatina en 100 mL de agua destilada y calentar 
hasta punto de ebullición y completa disolución. Disolver el 
TRIS y el NaCI en agua destilada y adicionarle la gelatina 
disuelta y aforar a 1000 mL con agua destilada. 

•:• Borato de sodio 0.3 M pH 8.2 fórmula para 100 ml 

Borato de sodio 11.4426 g 

Ajustar el pH con ácido clorhidrico gota a gota 
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•:• Solución de Cloruro de cromo al 0.1 % 

Cloruro de cromo 0.1 g 

Disolver en 1 O ml de solución salina 0.85% 

•:• Solución salina de Fosfatos fórmula para preparar 2000 ml 

Cloruro de potasio 
Cloruro de sodio 
Fosfato de sodio dibásico (12H20) 
Fosfato de sodio monobásico 

0.4 g 
16 g 
5.8 g 
0.4 g 

Disolver y aforar con agua destilada a 2000 ml 

•:• Para determinación de proteínas por el método de Lowry 

Reactivo Fórmula 
A Solución al 2% de Na,CO,-Tartrato 

de sodio y potasio 0.02% en NaOH 
0.1N 

B Solución al 0.5% de Cuso •• 5H20 
en aQua destilada 

e 

D --··--------

Solución patrón de BSA 
\25omg/mL (albúmina sérica bobina) 

•:• Solución Salina isotónica al 0.85 % 

Cloruro de sodio 
Agua destilada 
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Preoaración 
Disolver 20 g de Na,co, y 0.5 g de 
Tartrato de sodio y potasio en un 
litro de NaOH 0.1 N 
Disolver 0.05 g de Cuso •• 5H20 en 
10 ml ai:iua destilada. 
50 ml del reactivo A + 1 ml del 
reactivo B 
Reactivo de Folin Cicalteu diluido 
1 :2 con aoua destilada 
Disolver 12.5 mg de BSA en 50 mL 
de agua destilada. 

8.5 g 
1000 mL 



13. GLOSARIO 

Adherencia (adhesión, fijación): proceso por el cual la bacteria se "pega" a la superficie 
de las células del huésped. Una vez que la bacteria entra al cuerpo; la 
adherencia es un paso inicial principal en el proceso infeccioso. 

Adherencia y esfacelamiento (A/E): lesión caracterizada por la eliminación y 
destrucción de las microvellosidades de las células epiteliales del intestino 
delgado acompañada por un acumulo de actina celular debajo del sitio de la 
lesión. 

Adyuvante de Freud: el adyuvante completo de Freud es una emulsión de antígeno 
acuoso en aceite mineral que contiene micobacterias muertas por calor. El 
adyuvante incompleto carece de las micobacterias. 

Adyuvante: cualquier sustancia que intensifica de manera inespeclfica la respuesta 
inmunitaria frente a un antlgeno. 

Antigeno: cualquier molécula capaz de ser reconocida por un anticuerpo o receptor 
celular T. 

Citotoxicidad: capacidad de las toxinas para destruir células in vitro, proceso 
destructivo tiempo y dosis dependiente y que puede ser neutralizada con un 
tiempo de preincubación con el antisuero especifico contra la toxina. 

Dominios: son unidades independientes, desde el punto de vista estructural cada una 
de las cuales posee las caracterlsticas de una protelna globular pequeña. La 
mayorla están constituidas por 100-200 restos de aminoácidos. 

Edema: tumefacción causada por la acumulación excesiva de liquido en los espacios 
tisulares debido a un aumento de la trasudación de liquido a partir de los 
capilares sanguíneos. 

Efecto prozona: la falta de inmunoprecipitación o inmunoaglutinación que se 
comprueba cuando la concentración de anticuerpo aumenta en grado tal que el 
exceso de éste ya no permite el ligamento cruzado eficaz del antlgeno. Un 
fenómeno similar ocurrirla con el exceso de antígeno. 

Endotoxina: lipopolisácaridos patógenos asociados con la pared celular de las 
bacterias Gram negativas. 

Enterotoxicidad: es la capacidad de las toxinas para inducir la secreción de fluido in 
vivo en un segmento ligado de ileon de conejo. 

Equivalencia: la proporción entre anticuerpo y antlgeno en la que prácticamente se han 
completado las reacciones de inmunoprecipitación. 

Exotoxina: protelna patógena secretada por las bacterias. 

Hemaglutinina: cualquier molécula que aglutina los eritrocitos. 
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Hemolisinas: son sustancias que liberan hemoglobina de los glóbulos rojos. Son 
producidas por varias clases de bacterias. 

Infección: multiplicación de un agente infeccioso dentro del cuerpo. La multiplicación 
de bacterias que son parte de la flora normal de vlas gastrointestinales, piel, 
etc., por lo general no se considera infección. 

Lipopolisacárido (LPS): endotoxina derivada de las paredes celulares de las bacterias 
Gram negativas que tiene acciones inflamatorias y mitógenas. 

Necrosis: cuando las células degeneran hasta el punto en que los tejidos se lesionan 
en forma irreversible; muerte patológica de una célula o grupo de células en 
contacto con células vivientes. 

Oligómero: son proteinas con subunidades idénticas. 

Protómeros: se denomina asi a las subunidades idénticas. Un protómero puede por lo 
tanto estar constituido por una cadena polipeplidica o por varias cadenas 
polipeplidicas diferentes, por ejemplo, la hemoglobina es un dimero (Oligómero 
con dos protómeros) constituido por protómeros a y p. 

Título: medida de la "fuerza" (una combinación entre cantidad y avidez) relativa de un 
anticuerpo o antisuero, por lo general dada como la dilución más alta que 
todavia es operativamente detectable en, por ejemplo, una prueba de 
aglutinación. 

Toxicidad: se presenta cuando la toxina entra a los sistemas sanguineos o linfáticos y 
en esa forma se disemina por todo el organismo. 

Toxigenicidad: capacidad de un microorganismo para producir una toxina que 
contribuye al desarrollo de enfermedad. 

Toxinas: las toxinas son producidas por bacterias, por lo general, se clasifican en dos 
grupos, exotoxinas y endotoxinas. 

Toxoide: toxina modificada quimica o flsicamente que ya no es nociva pero retiene la 
inmunogenicidad. 

Unidad loop por mL (LU/mL): se define como la dilución reciproca de toxina causante 
de la acumulación de fluido de al menos 1 mUcm de intestino. 
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