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RESUMEN

Las enterobacterias se utilizan preferentemente para sefialar la calidad sanitaria de los
alimentos pro do! Se er ran en el intestino del hombre y de los animales, pero
también se encuentran cn otros ambientes, como el suelo, aire, agua, alimentos, ctc.

Muchos tratamientos y combinaciones de éstos usados en el procesamicnto de los
alimentos puceden causar dafio subletal a las bacterias.  Las temperaturas de coccion, el
empleo de conservadores, la reduccion  de la actividad de agua, etc.. son factores que
influyen cn el desarrollo de los microorganismos, creando condiciones estresantes en el
medio, inhibiendo asi su crecimiento.

La habilidad para enumerar bacterias en un producto alimenticio ¢s muy importante,
pero también es importante ¢! aislamiento de bacterias patégenas. En un alimento
procesado se pueden encontrar bacterias que han sido dafiadas al ser somectidas a las
condiciones cstresantes del procesamiento, pero pueden ser recuperadas con la ayuda de
medios enriquecidos y sclectivos para su aislamiento.

Los microorganismos daiados sublctalmente contienen caracteristicas de crecimiento
alterado. por lo que la recuperacién del microorganismo depende de la naturaleza del
tratamicento sublctal. la especie microbiana, ¢l medio selectivo usado, la composicion
quimica y condiciones de incubacion del medio.

Algunas entcrobacterias son microorganismos patégenos y sc han asociado con
enfermedades diarreicas severas en todo ¢! mundo.

En  este trabajo sc¢  realizd la  recuperacion  de microorganismos alterados,
especificamente enterobacterias. de alimentos procesados, como guisados. obtenidos de una
estancia infantil de gobicrno.  Dichos alimentos fueron elaborados en la cocina de la
misma estancia infantil y se tomaron muestras de cada uno, se sembraron cn caldo BH!
para reactivar a los microorganismos con la tinalidad de obtener la toxina producida por los
mismos.

Se realizaron pruchas inmunologicas como fa téenica de FILISA para comprobar la
presencia de toxina LT (Termolabil) liberada de las enterobacterias aisladas y las cepas que
resultaron positivas a dicha técnica se identificaron bioquimicamente.

Las pruebas de identificacion bioquimica dicron como resultado que las cepas
positivas a ELISA fucron: Enterobacier. Proteus y Serratia, en guisados claborados a base
de carne y de verdura.
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OBJETIVO GENERAL

Detectar si las Enterobacterias recuperadas de alimentos procesados son capaces de
producir toxina LT (lem\okihll) para comprobar que pueden llegar a reparar el dafo sutrido

durante ¢l procesumiento.

OBJETIVOS PARTICULARES

I. Aislar las enterobacterias a partir de alimentos procesados térmicamente para
obtener cepas puras.

2. Realizar la prueba de ELISA para comprobar la presencia de toxina LT en las
cnterobacterias aisladas.

3. ldentificar bioquimicamente a las bacterias cuya prucba de ELISA resulien
positivas a la toxina para determinar el género al que pertenecen.
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JUSTIFICACION

Algunos de los microorganismos pertenccientes a la familia de las Enterobacteriaceae
son patégenas cn su mayoria debido a la produccién de toxina LT (termolébil), que produce
diarrea en humanos parecida a 1a producida por la toxina de Vibrio cholerac.

Los métodos inmunolégicos para su detcccion son variados y algunos son muy
costosos: la técnica inmunoenzimitica ELISA resulta ser una opcién, no solo por su bajo
costo, sino por su amplia versatilidad, su ficil mancgjo, el uso de pocos reactivos y no
requiere personal especializado, ademds de una alta sensibilidad y relativa rapidez de
respucsta.

Las cnterobacterias presentan cierta resistencia a las condiciones hostiles de los
tratamientos térmicos al que son sometidos los alimentos, por lo que permanecen en estado
latente en los mismos y no causan dafio a ia salud. si son consumidos. Con los tratamicentos
ejercidos a los alimentos, las bacterias pueden sufrir lesiones que inhiben su crecimicnto.
pero si se presentan condiciones dptimas, pucden restaurar el daifio ocasionado a nivel
celular ¥ comenzar a desarrollarse nuevamente hasta producir toxina, en el caso de tratarse
de una bacieria toxigénica.

Debido al riesgo de toxicidad causado por la presencia de microorganismos
lesionados en los alimentos, se desarrollé este trabajo. el cual estda enfocado a la
recuperacién de las enterobacterias estresadas de alimentos procesados y determinar si son
productores de toxina LT por medio de la técenica de ELISA. ademas de su identificacion
bioquimica.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION
1.1. ANTECEDENTES

mos vivos microscopicos, los cuales han sido

lL.os microorganismos son orgal
cros ¥y especies.  Algunos son dailinos al

identificados v clasificados en familias, g
hombre (patogenos) y otros no (no patégenos).

Mucho se ha aprendido acerca de los requerimientos nutricios de las bacterius v otros
microorganismos y. con pocas excepciones, en la actualidad se pueden cultivar en medios
artificiales, fuera de su habitat normal. Ia mayoria de los gérmenes patégenos.

Como lo mencionan Nataro y Kaper, en su articulo al aislar e identificar a la
Escherichia coli diacreagénica *...L.as herramientas de cultivo para muchas categorius .
coli diarreagénica pueden ser utilizadas en casos de diarreas bacterianas. especialmente en
viajeros y nifios. asi como en situaciones de brotes..." o

Marin del Rosario Pascual (1992) indica las principales caracteristicas de las
Enterobacterias .Aptitud para desarrollarse entre 43.5 v 45.5 °C: capacidad para crecer
en presencia de sales biliares y facultad para producir indol en agua de peptona...™,

Una definicion practica de un medio de cultivo conveniente es: aquél que contenga
los elementos nutricios esenciales en concentracion adecuada, la necesaria cantidad de sal v
¢l adecuado volumen de agua, se encuentre exento de sustancias inhibidoras del organismo
que se va a cultivar. tenga la consistencia deseada, la reaccion (pH) conveniente para el
metabolismo del cultivo, y sea estéril.  También habrd que hacer frenie a otros requisitos
que surgen de ias relaciones de temperatura v oxigeno del cultivo y de la incapacidad de
sintesis de nutrientes de algunos gérmenes patégenos.;

En la preparacion de los medios de cultivo os fundamental ¢l empleo de material de
vidrio ¥ equipos limpios, exentos de sustancias detergentes. Es imporntante ¢l pesado exacto
del cultivo » agregar ¢l volumen adecuado de agua, preferentemente en dos partes. Sc
agrega primero aproximadamente la mitad del volumen necesario de agua para disolver los
ingredientes y ¢l resto se aflade después. Si ¢ medio conticne agar ¢s necesario el calor
para disolverlo. no se recomienda calentar sobre la llama, aunque a menudo se procede asi.
Es necesario disolver los ingredientes antes de la esterilizaciéon para obtener un producto
constante ¥ homogeneo.,

Los medios pucden ser liquidos (caldos) o solidos (con agar). A veces s requiere de
uni consistencin semisolidin, en cuvo caso e emnlen unn bain concentracian deoagar,
Fambién los medios de cultivo pueden ser simicticos en los que se conocen todos sus
ingredientes. o no sintéticos, en os que se desconoce la exacta composicion quimica.,




1.2. CLASIFICACION DFE LAS ENTEROBACTERIAS

Tabia 1.2.1. Clasificacion de las Enterobacterinceae,

tidwards y Ewing/CDC

Familia: Emtcrobactcriacvas Familia: Enterohacteriaceae

Tribu: Escherichicac Tribu V: Protecac
Género 1: Escherichia Género 1: Proteus
Espccic: E. coli Especics: P vulgaris
Género 11: Shigella P. mirabilis
Especies: S. dysenteriac Género Ll: Providencica
S. flexneri Especies: P, stuartii
S. boydii P. alcalifaciens
S. sonnei P. reqgeri
Tribu 1: Ehvardsiclicus Género 111: Morganclla
Géncero : Edhwardsiclia Especie: A, morganii
Especie: E. tarda Tribu V1: Yersinieae
Tribu 11 Salmonclicac Género |: Yersinia
Género 1: Salmoncila Especies: Y. enterocolitica
Especics: S. cholerac-suis Y. pscudotuberculasis
S. nphi Y. pestis
S. enteritidis Y. untermedia
Género H: Arizona Y. frederiksenii
Espccies: A. hinshawii Y. ruckeri
Género 11): Citrobacier Tribu VII: Erwinieae (patégena de los
Especcics: C. freundii vegctales)
C diversus Género 1: Erwinia
C. amalonaticus Géncro Wl Pectobacterium

Tribu 1V: Klebsiclleae
Género 1: Kiebsiclla
Especies: K Pacumaoniae
axyvioca
I\'. vzaenue
K. rhinoscleromatis
Género 1I: Enterobucter
Especies: E cloacae
E. acrogencys
E agglomerans
E. sakazakii
£ goergoviae
Género 1Il: Hafnia
Especic: /1. Alves
Género IV: Serratia
Especies: S, marc, 18
S. ligquefaciens
S. rubidea
8. plymuthica
5. odorifera
S. fonticola

FUENTE (1)
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La anterior es una clasificacion de lus bacterias pertencecientes a la familia de s
Enterobuacteriaceac. 1a cual utiliza un enfoque politiasico de la taxonomia. Se agrupan los
miembros de la fumilia en géneros. especies ¥y biotipos sobre la base de sus semejanzas
morfoldgicas, bioquimicas y gendticas.y

‘Tabla 1.2.2. Clasificacion de bacterias fermentadoras y no fermentadoras de lactosa

FERMENTADORAS DE LACTOSA NO FERMENTADORAS DE LACTOSA
&  Citrobacter ®  Edwaudrsiclla
* Enterobacter -  Enrvinia
»  Escherichia =  Hafhia
= Kiebsiella *  Morganella
w  Serratia &  Proteus
w  Arizona »  Providencia
= Salmonclla
»  Shigella
»  Yersinia
FUENTE. (1)

1.3. DESCRIPCION DE LLAS ENTEROBACTERIAS COMO GRUPO

Los micmbros de la tamilin Enrerobacreriacear son gérmenes de forma bacilar,
gramnegativos, acrobios y anacrobios facultativos. no esporulados. moéviles e inmoviles.
fermentan carbohidratos y algunas veces producen gas. reducen los nitratos a nitritos, son
citocromo oxidasa negativos. ¥ crecen en medios que contienen sales biliares. alpunos
fermcntan la lactosa.,

Las especies moviles poseen flugelos peritricos. que los diferencian de otros que tiene
flagelos polares, alpunos poscen fimbrias o pilis. pero éstos no son organos de locomocion.
Muchos son pardsitos. otros son saprofitos. producen infecciones entéricas y septicémicas.,
Crecen en agar tripticasa de soya, agar nutritivo o agar con intusion de carne, las colonias
pucden variar de wmaio. sepan el género, pero peneralmente son blanco grisace
traslicidas ¥ ligeramente convexas.  Algunas colonias son grandes ¥y mucoides
encuentran en los intestinos del hombre » otros animales. en el suclo y en los vegetale:

En las infecciones intestinales, las enterobacterias pueden ser aisladas del torrente
san[,umco, contenido intestinal (bilis 0 heces). en ocasiones de la orina v en ciertos casos de
las biopsias de médula osea.  Cuando s¢e encuentran en ¢l contenido intestinal. s
enterobacterias son parte de una flora bacteriana mezclada, » los aislamicentos se realizan a
partir de medios de enriquecimiento » sclectivos, de los cuales se pueden obtener cultivos
puros mediante la stembra en medio no inhibitorios.

FALLA DE ORIGEN



Como s¢ ha observado. la familia de las Ewrerobacieriaceae ¢stia compuesta por un
nimero grande y diverso de microorganismos, a continuacion se describe cada uno de los
géneros y/o especics de bacterias pertenecientes a esta fumilia:

1.3.1.  Escherichia coli:

Habita cen el intestino del hombre y de los animales de sangre caliente, es climinada
por heces de donde se¢ puede producir la contaminaciéon de los alimentos, usando coma
vehiculo el agua y el aire.

Es un bacilo gramnegativo, fermenta riapidamente la lactosa, con produccion de dcido
y gas, aunque hay algunas cepas no fermentadoras de lactosa o lo hacen lentamente. Se
presentan tanto formas méviles como inméviles.; Es catalasa positivo, oxidasa negativa.
fermentador, no csporégeno. ¢s mesofilo tipico que crece a temperaturas desde 7-10 °C,
con una temperatura dptima en torno a 37 °C, aunque ha habido referencias de algunas
cepas de ETEC que crecieron a temperaturas tan bajas como los 4 °C; no presenta
termoresistencia clevada. con un valor D a 60 °C del orden de 0,1 de minuto y es capaz de
resistir ¢l almacenamicnto en refrigeracion o en congelacion durante tiempos prolongados.
Un pH casi neutro es éptimo para su crecimiento aunque puede crecer a pH inferior a 4.4,
su a,, minima de crecimicnto es de 0.95.4 Para su aislamiento sc recomiendan medios con
menos inhibidores como el agar de McConkey y agar de Eosina y azul de metileno
(EAM).q

E. coli es un habitante casi universal del intestino de las personas y de los animales de
sangre caliente dondc es el anaerobio facultativo predominante (ver Fig. 1.2.1.) aunque sélo
¢s un componente secundario de su microflora total. Su presencia corriente en las heces, su
facilidad dc cultivo, su caricter generalmente patégeno y las caracteristicas de su
supervivencia cn el agua determinaron que E. coli fuese adoptado como indicador de
contaminacion fecal y de la posible presencia de patdgenos entéricos, por cjemplo de S,
vphi, en el agua., i.as cepas productoras de diarrea fucron clasificadas en varios tipos
basados en sus propiedades de virulencia:

1. E. cali Entcropatogénica (EPLEC)

-

coli Enterohemorrigica (EHEC)

|2
=

2. coli Emeroagregativa (EAggEC)
4. E. coli Uropatogénica (UPEC)
5. E. coli Neonatal meningitis (NMEC)
. E. coli Enterotoxigénica (ETEC)
7. E. coli Enteroinvasor (EIEC)

E

2, coli Ditusamente adherente (DALEC)
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Sin embargo, desde 1982 ¢l serotipo QO157:H7 de £, coli ha sido identiticado como fa
causa de algunos brotes de colitis hemorrigica y del sindrome urémico hemolitico.

Escherichia coli
FUENTE (50)

1.3.2. Salmonella:

Son buacilos (tipicamente de 0.5 pm por 1-3pum)s gramnegativos, no esporulados,
fermentan la glucosa casi siempre con formacién de gas, pero no la lactosa ni la sacarosa,
gencralmente son moviles, aunque se encuentran algunas formas inmoviles. Son
anacrobios facultativos, catalasa positivos. oxidasa negativos y ticnen tlagelos peritricos.s
Son capaces de crecer en un amplio margen de temperaturas. pH » actividad de agua,
crecen bien a temperatura ambicnte, pero la éptima es de unos 37 °C: pi{ entre 4.1 =9.0,
pero se desarrollan mejor en alimentos poco dcidos: la actividad de agua minima es
aproximadamente 0.93 a 0.95.4 lLas salmonelas son termosensibles y son destruidas
facilmente con la pasteurizacion (ver 1.2.2)) S sefienberg 775W es ¢l serotipo mds
termorresistente a valores de aw elevados ¥ en la leche tiene un D7: de 0.09 minutos (D1
de S. syphimurium de 0.003 minutos). Sc ha comprobado que la termorresistencia aumenta
por el choque térmico subletal a 48 °C durante 30 minutos » también puede aumentar
notablemente cn medios de a. baja, S. tvphimuritem, por cjemplo tiene un J7: de 1.3 —
17.5 horas en Ia salsa de chocolate.

Las células llegan a sobrevivir perfectamente en los alimentos deseeados. sumentando
el indice de supervivencia a medida que se reduce la a. El pll minimo de crecimiento
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varia con el acidulante desde 5.4 si se trata de dcido acético hasta 3.05 si el acidulante es el
acido clorhidrico o el dcido citrico. El crecimiento optimo tivcne lugar a un pH cercano i 7.

Las salmonelas son huéspedes habituales del tracto intestinal de animales, como
gallinas y otras aves dc corral, ademids dc cerdos. ctc. Son transmitidas por una gran
variedad de animales salvajes. roedores, animales de compaiiia. aves, reptiles ¢ inseclos,
habitualmente sin presentar ninguna enfermedad manifiesta.  Pueden ser diseminadas por
medio de las heces al suclo, al agua, a los alimentos y piensos y desde estos medios a otros
animales (incluidas las personas). 6

La salmonclosis se define como una infeccion zoondsica puesto que la fuente
principal de la enfermedad humana la constituyen los animales infectados. La transmision
tiene lugar por via fecal-oral por medio de la cual el contenido intestinal de un animal
infectado es ingerido con un alimento o con el agua.,

La came, la leche, las aves de corral y los huevos son los vehiculos principales,
pueden estar insuficientemente cocidos, permitiendo que las salmonclas sobrevivan, o
pueden contaminar de modo cruzado otros alimentos que son consumidos sin coccién
posterior, Sal, {la  ¢s incay de crecer en la leche desecada pero es capaz de
sobrevivir y reanudar el crecimiento cuando se reconstituye la leche. El pescado y los
productos derivados del mismo, sélo estin relacionados con  la  salmonelosis
accidentalmente, aunque la harina de pcscado que se utiliza en la fabricacién de piensos
para los animales con f(recucncia contienc Sals lla como co wwin de su
contaminaciéon por roedores y aves. El marisco que se alimenta por filtracién y que cs
capturado en aguas contaminadas y los camarones precocidos congelados, han sido
identificados como los productos de mayor riesgo. Las hortalizas han sido relacionadas con
brotes accidentales de ficbre tifoidea y de satmonclosis.

La diseminaciéon de una persona a otras por medio de la via fecal-oral también es
posible pero habitualmente se halla limitada a los brotes institucionales tal como sucede en
los hospitales. en las residencias para personas ancianas y en las guarderias infantiles.,

Fig. 1.2.2.

Salmonella spps.
FUENTE (S0
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1.3.3. Arizona:

Son bastoncillos gramnegativos, cortos y mdéviles, que muestran una cstrecha relacion
con las Salmonellas. Puede fermentar la lactosa con formacion de ficido y pas en 24 horas.
pero la mayoria de las cepas fermentan los hidratos de carbono despuds de 7 a 10 dias.
producen sulfuro de hidrégeno en agar HTA, fermentan la lactosa aunque muy lentamente.

1.3.4. Cirtrobacter:

Son bastoncillos méviles, gramnegativos que fermentan la lactosa, no son verdaderos
gérmenes patdgenos y se les considera oportunistas.  Algunas cepas son productoras de gas
al fermentar la glucosa y otras no fermentan la glucosa, otras fermentan la lactosa aunque lo
hacen de forma lenta.; Son catalasa (+); oxidasa (-), son productoras de gas. citrato (+) ¥
KCN (+).2

1.3.5. Shigella:

Todos los miembros de cste géncero son inméviles, no producen sulfuro de hidrogeno
y. con pocas cxcepciones, son anacrobios;, son asporégenos, gramnecgativos, catalasa
positivos (con excepcion del bacilo de Shiga, Sh. dysenteriae serotipo 1). oxidasa negativos
¥y anacrobios facultativos. Producen acido pero habitualmente no producen gas de la
glucosa ¥, con cxcepcidn de algunas cepas de Sh. sonnei, son incapaces de fermentar la
lactosa, caracteristica que comparten con la mayoria de las salmonelas. Son consideradas
organismos un tanto ldbiles que no sobreviven adecuadamente fuera de su habitat natural
que cs el intestino de las personas y de los demis primates.® Las colonias son generalmente
mdas pequedas que las de salmonclas. pero a veces pueden hallarse variantes mucoides.;
Son organismos mesofilos tipicos cuya temperatura de erecimiento varia entre 10-45 °C. su
temperatura optima es de 37 °C. su termosensibilidad es equiparable 4 la de los demas
representantes de {a familia.  Crecen mejor dentro de 1a escala de pll de 6-8 y no
sobreviven adecuadamente a valares de phi inferiores a 4.5, Resiste concentraciones
salinas del 5 6 6 %6 ¥ es relativamiente termosensible.,

Esta integrada por cuatro especies:  Sh dysenreriae. She flexneri, Sh
sonnei, todas las cuales son consideradas patogenas para ¢l hombre si bien se diferencian en
cuanto a la gravedad de la enfermedad que causan cada una de ellus. Sh. dysenteriae causa
disenteria bacilar grave: Sk sonnci es mias coman ¥ causa la enfermedad mas benigna: S7.
boydii y Sh. flexneri son de gravedad intermedia.

Se ha encontrado que Shigella tiene un parentesco con Escherichia. los estudios sobre
el parentesco del DNA ban demostrado que pertenceen al mismo género. sin embargo a las
dos se les ha mantenido separadas porque a diferencia de Excherichia. la mayoria de las
ccpas de Shigella son patdgenas.  Las Shigellas se diseminan principalmente de una
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persona a otra por fa via fecal-orul aunque se han registrado brotes iransmitidos por
alimentos.  En los casos transmitidos por alimentos, la procedencia del  organismo
normalmente e¢s de una persona portadora que interviene en la prepuracion de alimentos,
también se pucde transmitir a partir de las heces por medio de las moscas..

1.3.6. Edwardsiella:

Los miembros de este género son méviles y su esquema bioguimico se adapta al de la
familia Enterobacteriaceac.,

Estos microorganismos fucron aislados de diferentes fuentes humanas, incluyendo
casos dc diarrea, de las heces normales, sangre, heridas, abscesos viscerales y la orina.
también de animales de sangre frin y caliente.s Son bacilos gramnecgativas, aecrobios ¥
anacrobios facultativos, catalasa (+). oxidasa (-), atacan a la glucosa fermentativamente;
producen gas, forman HaS en el TSl

1.3.7. Klebsiella:

Son bastoncillos gramnegativos cortos, inméviles. encapsulados, algunas cepas
fermentan la glucosa con produccién de gas, generalmente fermentan la lactosa.,; son
acrobios y anacrobios facultativos catalasa (+) , oxidasa (=) son KCN y VP (+), aun quc hay
excepeiones. no descarboxila la ornitina genecralmente hidroliza la urca.»

1.3.8. Enterobacter:

tas ¢species s¢ encuentran en ¢l suelo, en el agua, los productos lactecos v en ¢l
intestino de los animales, inclusive en el hombre. Son consideradas oportunistas.

1.3.9. Serratia:

Son bastoncillos gramnegativos maoviles. dnicamente un pequeiio porcentaje de las
as.  Se encuentran sobre todo en ¢) agua ¥ en el suclo. Todas las
tenics a las cetalosporinas y polimixinas.

Algunas cepas fermentan la glucosa con formacion de gas, asi como también algunas
fermentan la lactosa.  Muchas especies producen un pigmento rosiceo o magenta y dan
lugar a coloraciones rojizas en la superficic de los alimentos.s
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1.3.10. Proteus:

Son bastoncillos - méviles gramnegativos,” que ‘muestran cierto. plcomorfismo, son
activamente moéviles a 25 °C, pero a:menudo, débilmente’ méviles a 35 °C. " Son' lactosa
negativa. 3 . : . :

1.3.1\. Providencia:

Son bastoncillos gramnegativos madviles, lactosa negativos y crecen bien en la
mayoria de los medios dc aislamicnto entérico, son suifuro de hidrégeno negativos y
pueden o no producir gas en la glucosa.

Cuando fermentan la sacarosa, la reaccién es por lo general retardada y, por cso. la
fermentacidn de cste hidrato de carbono no se apreciard en 48 horas en cultivo inclinado de
HTA. Se pensd que estas especies causan diarreas, pero eso no sc encuentra bien
establecido.;

1.3.12. Morganelia:

Constituido por una anica especie, Morganella morganii, es capaz de descarboxilar la
omitina, no utiliza el citralo, es sulfuro de hidrégeno negativa, no lictia la gelatina, es D-
manosa positiva. De las cepas tipicas, en cuanto a sus caracteristica bioquimicas, se han
identificado otros dos biogrupos. Uno dc ellos es el omitina descarboxilasa-positivo y el
otro, el lisina descarboxilasa-negativo.,

1.3.13. Yersinia:

Yersinia enterocolitica es una de las tres especies del género Yersinia identiticadas
como patogenas para el hombre: Yersinia enterocolitica causa  principalmente una
pastroenteritis, mientras que Y. psewdotubercudosis esta relacionada principalmente con la
adenitis mesentérica. Y. pestis es responsable de la peste bubdnica..

s un cocobacilo aspordgeno, coro (0.5—1.0 por 1-2 um). gramnegativo. anacrobio
facultativo, que a veces exhibe coloraciéon bipolar, catalasa positivo. y oxidasa nezgativo..
Se puede encontrar en el suclo. Su temperatura 6ptima de crecimiento ¢s de entre 25y 30
°C,) aunque ¢s capaz de crecer en una amplia gama de temperaturas. desde -1 °C hasta +40
°C.r algunas son moviles por medio de flagelos peritricos a 25 °C. generalmente fermentan
la glucosa, pero no la lactosa.; Poscen varias caracteristicas fenotipicas dependientes de la
temperatura. Al igual que otros psicrétrofos, es capaz de crecer a temperaturas bajas.
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aunque lo hace lentamente y se ha comprobado que a 3 °C tarda 4 dias para aumentar en 2
ciclos logaritmicos en los medios de caldo.,

Es termosensible pero con considerable variacion de unas especies a otras; los valores
de D determinados en leche entera a 62.8 °C han variado desde 0.7 hasta 57.6 segundos.e

El crecimiento éptimo tiene lugar a un pH de 7-8 con un minimo (en caldo a 25 °C)
que varia entre 5.1 y 4.1 dependiendo del acidulante utilizado. A medida que disminuye la
temperatura, en igual medida aumenta ¢l pHl minimo de crecimiento. Su crecimiento es
posible en los medios de caldo que contienen un 5% de sal, pero no en los que contiene 7%,
a3°Coa25°C,

Y. enterocolitica se pucde aislar del suclo, ¢l agua dulce y el tracto intestinal de
muchos animales, también de leche y los productos Licteos, las carnes, especialmente {a de
cerdo, las canales de las aves de corral, el pescado y el marisco, las frutas y las hortalizas.
Se admite que los cerdos son portadores cronicos de los serotipos de Y. enferocolitica mas
comunmente implicados cn las infecciones humanas (03, 05, 27. 08 y 09). EI organismo
puede ser aislado con mucha frecuencia en la lengua, en las tonsilas, en el intestino. y en ¢l
ciego de animales aparentemente $anos.e

Con frecuencia Y. enterocolitica es resistente a las penicilinas y las cefalosporinas.
Los aminoglucésidos, cloranfenicol y tetraciclina son las drogas mas activas contra este
microorganismo.s

1.3.14. Erwinia:

Estos microorganismos cran considerados como p os de los gctales, son
miembros de la familia Enrerobacteriaceac, es por eso que se incluyen aqui, por el
momento no hay mucho que agregar, pucsto que todavia existe cierta confusion con
respecto a la taxonomia de estas bacterias.;

A continuacién, a mancra de resumen, cn la tabla 1.3.1 se mucstran las caractcristicas
gencrales de las Enterobacterias. donde se puede apreciar algunas similitudes en cuanto a
sus aspectos bioquimicos para su identificacion:
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Tubla 1.3.1, Caracteristicas generales de las Enterobacterias

13 vC 1T REN A R I RN [RANINE I RN OIS AN KRR S
Arizona + - + + +
Citrobacier + - + Y Y
Edwardsiclla + - Py T e
Enterobacier -+ - + + T
E. coli + - + + -
Ervinia ~ + - + -+ -
Kichysiclla + N + T T
Morganclla + - + - /-
Proteus + - T + e
Providencia + - + + N
Salmonella 4 _ + T Y
Shigella + - + = -
Serratia + - : + + +
Yersinia + - s + -

FULNTLE (PROPIAY

Los miembros de la familia Enmrerobacteriaccae presentan un mosaico de antigenos,
que pueden incluirse en tres categorias principales:

Los antigenos K (del aleman Kapsel), o capsulares, son ios que envuelven a la célula.
Con ciertas excepciones son termolibiles. En el género Klebsiella la subdivision en tipos
capsulares se basa en los antigenos K. Estos antigenos K enmascaran a los antigenos
somadticos termoestables de la c¢élula y hacen que las células vivas resulten inaglutinables
con antisueros O. Algunos cjemplos son el antigeno Vi de la S. nphi y el antigeno B que se
¢ncuentra en ciertos tipos de £, coli.

Los antigenos O (del alemin Ohne Hauch, no diseminados) o somiticos, que son
termoestables. estin localizados sobre todo el cuerpo celular.  Quimicamente son de
naturaleza polisacdrida. El complicjo de anlly.nns O dctermina cI subgrupo somidtico al que
pertencece el  microorganismo. en los  géneros Sl Ariz Citrob A
Escherichia. Providencia, Serratia y otros.

Los antigenos /7 (del aleman Hauh, diseminados) son los antigenos tlagelares. Se
hallan localizados en los flagelos. son de naturaleza proteica ¥ termolabiles. Los serotipos
dentro de los grupos somaticos de Salmonceliu y otros géneros de Enterobacteriaceae son
determinados por los antigenos H.
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1.4. FACTORES DE VIRULENCIA DE LAS ENTEROBACTERIAS
PRODUCTORAS DELT

Un paso inicial en las infecciones bacterianas es la adhesion de la bacteria a las
células del hos ero. La adhesion se lleva a cabo por medio de proteinas {lamadas
dhesinas localizadas en las fimbrias de las bacterias. Dicha adhesion también induce
aglutinacién de las células sanguincas rojas del hospedero (RBC), las proteinas de
reconocimiento se llaman también hemaglutininas. Dichas hemaglutininas son asociadas
con estructuras extracclulares las cuales pueden tener diferentes apariencias, algunas son
gruesas y rigidas, otras son mucho mas delgadas, flexibles y curvas.

Un tercer grupo de estructuras adhesivas extracelulares solo pueden ser visualizadas
después de la estabilizacion con anticuerpos especificos y tiene una apariencia como de
capsula. Estas estructuras, que se esquernatizan mas adelante son llamadas fimbria (rigida,
5-7 nm de didmetro), fimbrilae (flexible, 2-3 nm de diametro) y no fimbrial (estructura fina
no demostrable) (ver Fig. 1.4.1.).

Con solo unas pocas cxcepciones, las adhesinas reconocen e interacthan con
carbohidratos complcjos en la superficic de las células del hospedero. e

[/

Fimbrial
(5-7 nm)

Fig. 1.4.1.

No fibritar
?)

Adhesinas.  Representacion  esquemdtica de o
apariencia morfoldgica de las adhesinas de /. coli.
FUENTE 110y

1.5. PRODUCCION DE TOXINAS

Las infecciones del tracto intestinal en ¢l hombre son debidas en su mayoria por la
producciéon de toxina termoldbil o LT de las bacterias ingeridas en algin alimento
contaminado, esta toxina es muy parecida a la toxina producida por ¢l microorganismo
llamado Vibrio cholerae. tanto en su estructura quimica. como en su forma de accion.
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L.as células bacterianas representan ¢l 25-30% de las heces. llegando a contener 10" a
10! ufeg!. mientras que el resto esti formado por componentes indigestibies del alimento,
células epiteliales desprendidas del intestino, minerales y bilis.

Las bacterias de la familia Enrerobacteriaceae cominmente sc encuentran presentes a
ruzén de 10° ¢! aproximadamente. Una flora imestinal normal confiere ciera proteccion
frente a la infeccion, pero mediante terapia antibidtica se puede alterar el equilibrio de 1a
flora, ocasionando la colonizacion del intestino y la liberacion de la toxinae

DIARREA: Es la evacuacion desmesurada de heces coxcesivamente liquidas.
Cualquier proceso que perjudique gravemente la capacidad del intestino para absorber 1a
mayor parte de los 8-10 L liquidos que recibe cada dia. producira esta enfermedad. Con
frecuencia en este proceso intervienen toxinas:

Las toxinas dc origen bacteriano se clasifican cn dos grupos, en endotoxinas y
exotoxinas.

Exortoxinas: Termino usado para definir las toxinas que son liberadas
extracelularmente por ¢l organismo vivo. Son las toxinas biologicas mdas potentes
conocidas.e Son producidas producidas fundamentalmente por bacterias grampositivas,
aunque algunas gramnegativas también son capaces de elaborarlas. Estas toxinas son. en
general de naturaleza proteica y termolabiles. Dado que son proteicas muchas pueden ser
inactivadas o destruidas por enzimas proteoliticas.sx  Las exotoxinas incluyen :

*  Enterotoxings: Acthan sobre la mucosa intestinal generalmente causando diarrea
® Citoroxinas: Destruyen las células hospedadoras
#*  Necurotoxinas: Obstaculizan la transmisién nerviosa normal

Endotoxinas: Son lipopolisacdaridos (LPS) pirdgenos (productores de fiebre)
liberudos de la membrana externa de la envoltura cclular gramnegativa por lisis
bacteriana., Estas toxinas son producidas sélo por bacterias gramnegativas, el LPS es un
componente estructural de la membrana externa y representa el determi antigénico
Q)52

L.a intoxicacion alimentaria bacteriana puede ser dividida en tres tipos principales, los
cuales se mucstran a continuacion:

1. Ingestion de toxing preformada:  Las toXinas pueden hallarse ya etaborada en el
alimento y ser ingeridas con el.,

2. Infeecion no invasora: Las bacterias viables ingeridas con ¢l alimento colonizan
la luz intestinal. Esta colonizacién esta relacionada principalmente con el
intestino delgado en ¢l que la competicion de la microflora endégena es menos
intensa.  Para evitar su eliminacion por la accién de arrastre de las altas
velocidades del flujo existente en este tramo del intestino. el patégeno
generalmente s¢ adhiere a la superficic cpitclial ¥ la coloniza. Rcaliza esta
adhesion produciendo adhesinas, moléculas con frecuencia asociadas a las
timbrias existentes en la superficie de la célula bacteriana, las cuales reconocen v
s¢ adhieren a sitios receptores especificos cxistentes en la superficic de las
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microvellosidades. La pérdida dc la capacidad para adherirse a la pared del
intestino reducird en mucho la virulencia de un patdégeno.,

3. Infeccion invasora: Otros patégenos causantes de diarrea invaden las células del
epitelio intestinal pero normalmente no se diseminan mucho mas alla de la
proximidad cercana del intestino. Algunos de cllos, como Sulmonella invaden
preferentemente el ileon para producir una profusa diarrea acuosa. Las células
bacterianas invaden y atraviesan las células epiteliales parn multiplicarse en la
lamina propia, una capa de tejido conjuntivo que se encuentra debajo de los
enterocitos. Otros patégenos enteroinvasores, de modo igual que Shigella y que
las cepas enteroinvasoras de E. coli, invaden la mucosa del colon y producen un
sindrome disentérico que sc caracteriza por inflamacioén, abcesos y ulceracién de!
colon y por ta eliminacién de heces sanguinolentas que contienen moco y pus.
Las células bacterianas se adhicren a los enterocitos por medio de las adhesinas
proteicas de la membrana externa. Son cnglobadas por los enterocitos en
respuesta a una scial fagocitica producida por la bacteria y se multiplica en el
interior del citoplasma invadiendo las células préximas y el tejido conjuntivo
sub; La r ion inflamatoria frente a ecste proceso causa abscesos y
ulceraciones del colon.,

1.5.1. Escherichia coli:

Esta bacteria produce dos tipos de toxina. una flamada Termoestabie (ST) . que es
resistente al calor y otra llamada Termolédbil (LT) que no resiste el calor, ambas de! tipo
célera y son denominadas enterotoxinas.; La produccién de ambas toxinas es regulada por
plismidos transferibles. Sc¢ ha demostrado que la LT provoca enfermedad diarreica en cl
ser humano y, recientemente sc ha incriminado a la ST,

La enterotoxina del célera y de algunas cepas no invasivas (toxigénicas) de E. coli
provocan diarrca por un mecanismo (o varios) similar, lo que da lugar a una secrecién
cxcesiva de liquido en el intestino delgado.,

Parece scr que la proteccion no es simplemente una consecuencia de la flora normal
que ocupa todos los nichos disponibles, ya que £. coli productora de enterotoxinas se
adhicre a los os que normalmente estin vacantes. Probablemente interviene cierto
antagonismo directo gracias a la produccion de dcidos organicos y bacteriocinas. aunque
también parece ser que intervienen la estimulacion del sistema inmune del hospedador y su
capacidad para contrarrestar la infeccidn.,

E. coli enteroxigénico (ETEC): l.a enfermedad causada por este organismo se suele
presentar entre 12 ¥ 36 horas después de la ingestion del organismo. Los sintomas puecden
variar desde una ligera diarrea afébril hasta un sindrome grave parecido al cdlera, con heces
acuosas sin sangre., El organismo ingerido se opone a ser expulsado con el quimo que
fluye ripidamente adhiriéndose al epitelio gracias a factores de fijacion o de colonizacion
en forma de fimbrias existentes en la superficic de la célula bacteriana.  Las fimbrias
pucden tencr morfologia diferente y ser estructuras, bien rigidas (6-7 nm de diametro), o
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sdad.

bicn flexibles (2-3 nm de didametra) comyg s de subun de proteinas de 14-22 kiDa.
Son resistentes o la manosa, es decir, median la hemoaglutinacién en presencia de manosa,
por {o que determinadas timbrias de colonizacién esuin restringidas a determinados
serotipos.  Son codificadas en la superficie de plismidos donde también se codifican las
toxinas causantes de diarrea.  Son producidos dos tipos de toxinas:

# TOXINAS TERMOESTABLES (ST): Que son capaces de resistir el

calentamiento a 100 °C durante 15 minutos.

# TOXINAS TERMOLABILES (LT): Que son inactivadas a 60 °C después de
30 minutos y a pH bajo.

coli enteroinvasiva (ETEC): La infeccion por EIEC origina los sintomas clasicos
de una disenterfa bacilar invasoru normalmente asociada con Shigella. De igual modo que
Shigella, EIEC invade las células cpiteliales del colon y se multiplica en su interior
causando ulceracién ¢ inflamacion. La invasividad se determina por ¢l namero de proteinas
de la membrana externa que son codificadas en la superficic de un plismido de gran
tamaiio, 140 Mda. Parece ser que la dosis infecciosa de EIEC cs bastante més elevada que
1a correspondicnte a Shigella v se cree que ésto es un reflejo de la mayor sensibilidad del
organismo a la acidez gdstrica.,

E. coli enteropatogénica (EPEC): Cuando se determinaron las propicdades de ETEC
» de C sc observé que éstas cepas rara vez eran de los mismos serotipos relacionados
por vez primera con la diarrea por £. coli. Parece ser que la patogenia esti relacionada con
la capacidad de las cepas de EPEC para adherirse intimamente a la membrana del
enterocito causando ¢l desprendimiento de la célula de los extremos de las vellosidades. Se
supone que ésto causa diarrea porque se rompe el equilibrio entre la absorciéon y la
secrecion en el intestino delgado.,

E. coli enterohiemorrdgica (EHEC): A veces también es conocido como E. coli
productor de Verotoxina (VT ). Son capaces de provocar diarrea varios serotipos pero
¢l serotipo O157:H7 es ¢l que con mayor frecucncia se aisla en las personas. La adhesion
es un factor de virulencia importante » se ha comprobado que las cepas del serotipo
O157:17 poseen un plismido de 60 MDa que codifica los factores de colonizacion de las
fimbrias que producen una lesion parecida, pero no idéntica. a la mancha que producen las
cepas de EPEC en los extremos de las vellosidades.

Las cepas de EHEC producen la citotoxina Verotoxina [llamada asi por su capacidad
para destruir las células Vero (células renales del mono verde africano)]. Determinadas
i gaciones han revelado la existencia de al menos dos. VT-1 y» VT-I1, que son
jantes a o toxina Shiga..

L. coli difusamente adherente (DAEC): £l termino “E. coli difusamente adherente™
fuce inicinlmente usada para referirse a cualquicr especie de £. coli Hep-2-adherente que no
forma microcolonius como EPEC. Con ¢l descubrimiento de EAEC, muchos autores ahora
reconocen a DAEC como una categoria independiente de £, coli potencialmente
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Varios estudios recientes han implicado a especies de DAEC como agentes de diarrea,
mientras que otros autores no han recuperado especies de DAEC mas frecuentemente de
pacientes con diarrea que de controles asintomdticos.  Una susceptibilidad dependiente de
la edad puede explicar esta observacion, porque cuando las poblaciones son estratificadas
por la edad. la asociacion de DAEC con la diarrea es encontrada sdlo en niflos mayores a
. la razon por la cual este fendmeno se relaciona con la edad es desconocida atn,

asi como otras caracteristicas epidemiologicas. tales como ¢l modo de adquisicion de la
infeccion DAEC.

1.82. Salmonella:

Tovivenicidad” Al igual gque £ coli. esta bacteria produce diarreas muy severas
Jdebido a la produccion posible de enterotoxinas. El periodo de incubacién es de 12 a 36
homs, aungue en algunos casos pucede ser mas corto.;

Enterisis Las infecciones gastrointestinales estan relacionadas principalmente con
aquelios serotipos que existen en abundancia en los animales » en las personas. Por su
gravedad. pusden variar desde la vehiculacion asintomdtica a una diarrea grave v son el
tipo de salmonelosis mas comun.

El pericde de incubacidon de la enteritis  salmoneldsica tiene una durscion
compeendida enre © » 28 horas. Los sintomas principales de fiebre ligera. ndusea

vomito. doler abdominat * dizmrea duran pocos dias pero, en algunos casos. pueden persistic
Jurante unad SSMana O mas.

Los vogunismes ingeridos. gue sobeevivan al wiansite 2 wavéds del acido del estomaza.
¢ adniersn 3 las o@lulas epiteiiales del {leva poc medio de fimbrias resiszantes 2 la manosa.
Diespues, son anglobados por las tl'_:ld en un procese coaccido como endocitosis mediada
for mreepeoces. Bl mevanismoe Jdetallando de esie pooceso permanece sin esclarecer.  Las
saimonelas englocadas poc endovitosts pasan a gaves Je las cdluias epiteiiales al interioc de
Lnd vacuels unida 3 una membeans -onde se mulidplican ¢ despues soa liberadas hacia iz
lrmrma peopid 2 maves Je la memibeana Jde las c#lulas basales. Esto incita una arfluencia J=2
Seivlas inrlamarocas Jue cetsrmina la lideracion de peostaglandinas gue activan
adeniiatodiciast producienao seerevnon S hnguids hacia 2 intenioe de la vz inwsunal. >~
~an oftenide "mei:a»_\ e ogue Gas mocelas causanizs Jde JdarTss ambien producen
TRISTOLONINAY Jue SxTrTeiar o seurwcion Jde liquido. tamiien se ha purificado una toxana
(et (R ToTH S CuLTAIITITSN T Sloe TOSeE Clertd Sermelansa estructural ¢ osereldgica cne da LT

<
S¢F ol v Ser L tONINE GGzt
Come el erall la Josis elevada del ocden Jde 107 celulas aunaue
varigrn Jde souerdo cor ura serie Je thotorss ales como la virulercia del serocdipo. la
ehdad deid .n-.ni.;'uo e adhimento veniculador.  Parede ser gue 2f elevado coatenido
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La ficbre tifoidea tiene un periodo de incubacion de una duracion cualquicra de las
comprendidas entre 3 y 56 dias, aunque habitualmente estia comprendida entre 10 y 20 dias.
Las salmonelas invasoras atraviesan ol epitelio intestinal y despuds son transportadas por
los linfiticos a los ganglios linfiiticos mesentéricos.  Después de muttiplicarse en los
macréfagos, son liberadas para pasar a la corriente sanguinea y» despuds se diseminan por
todo el organismo. Son eliminados de la sangre por los macréfagos pero continban
multiplicAndose en su interior. Finalmente, esta multiplicacion destruye a los macréfagos
que liberan a la corriente sanguinea gran cantidad de bacterias causando una septicemia.

1.5

. Shigella:

La patogenicidad de este microorganismo esti basada en o liberacion de una
endotoxina de naturaleza lipopolisacérida que afecta a la mucosa intestinal,

Las shigellas producen Ia disenteria bacilar en las personas ¥y ¢n otros primates
superiores. Los estudios realizados con personas han indicado que la dosis infecciosa es
baja: del orden de 10 — 100 organismos. E! periodo de incubacion pucde oscilar entre 7
horas y 7 dias, aunquec en los alimentos gencralmente se caracterizan por periodos de
incubaciéon mas conos, de¢ 36 horas como ticmpo méaximo. Los sintomas consisten en
dolor abdominal, vémito y ficbre que acompaiian a una diarrea que puede variar desde un
sindrome disentérico clisico con deposiciones sanguinolentas que contienen mucosidad y
pus, cn los casos de Sh. dvsenicriac. Sh. flexneri y Sh. boydii, hasta una diarrea acuosa
cuando se trata de una infeccidn por S/ sonnei.e

1.5.4. VYersinia:

La enfermedad causada por este organismo es una enterocolitis autolimitante con un
periodo de incubacion de 1-11 dias ¥ que duran entre 5 ¥ 14 dias. aungue en algunos casos
pucde persistir durante un tiempo considerablemente mas prolongado. Los sintomas
consisten en dolor abdominal y diarrea acompaiiada de una fiebre ligera: el vomito ¢s raro.,

Las células ingeridas pertenccientes a la especie patdgena Y. enterocolitica que
resisten el transito a través del acido del estdmago y no son destruidas, sc adhieren a las
células. mucosas de las placas de Peyer (tejido linfoide asociado al intestino). La adhesion
es mediada por proteinas de la membrana externa de la célula que son codificadas por un
plasmido de 40-48 Ma que poseen todas las cepas patdgenas de Y. enrerocolitica.

Y. enterocolitica produce una toxina termoestable (9.000-9.700 [3a) pero su papel en
la patogenia. si es que tiene alguno. es dudoso. Guarda cierta semejanza con la LT de £
coli desde ¢l punto de vista inmunoldgico y también en cuanto a su capacidad para inducir
la acumulacion de liquido en asas de ileon ligadas y para estimular la actividad de Ia
guanilatociclasa.  La produccion de enterotoxina en el intestino es improbable ya que su

produccidn suele cesar a temperaturas superiores a 30 °C.
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1.6. MECANISMO bPl ACCION DE LA TOXINA LT

Ei alimento al ser deglutido desciende por el eséfago hasta flegar al estomago, ahi cl
alimento se mezcla con el jugo gastrico, liquido de reaccion dcida que contiene acido
clorhidrico. Normalmente, una vez el alimento ha entrado en el estémago, sélo sobreviven
las células wvegetativas acidotolerantes y las esporas, por lo que el namcro de
microorganismos existentes cn el es escaso, aunque con frecuencia se encuentran
factobacilos asociados a su pared. l.a acidez del estémago generalmente proporciona una
proteccion muy eficaz para los tramos siguientes del intestino, pero no ¢s una defensa
vulnerable.  Las bacterias pueden cludir la exposicion prolongada al dcido por quedar
protegidas cn el interior de las particulas de alimento o como consecuencia de su trinsito
rapido a través del estémago tal como ocurre, por cjemplo cuando el cstémago esta lleno.
Alternativamente ta acidez puede ser ncutralizada por el alimento o no existir como
consecuencia de un transtorno.,

Desde el estomago, son liberadas periodicamente al intestino delgado pequeilas
cantidades de la mezcla de alimento parcialmente digerido y jugo gastrico conocida como
quimo. kn este conducto muscular, de mas de 6 metros de largo, tiene lugar la mayor parte
de la digestién y de la absorcion del alimento. Su revestimiento interno estd muy plegado
v los plicgues estin recubiertos de protuberancias parecidas a dedos o vellosidades que
estin recubiertas por microvellosidades (Ver fig. 1.6.1.).s

La poblacién microbiana aumenta a lo largo del recorrido del intestino delgado: ios
recuentos de 10%-10* mL 'existentes en ¢l duodcno aumentan hasta en torno a 10°-10* en el
yeyuno, 10° en el tramo superior del ilcon y 10° cn el tramo inferior del mismo. En los
tramos superiores del duodeno. la velocidad del flujo es tal que su efecto de inundacién es
superior a la velocidad con que los microorganismos son capaces de multiplicarse de modo
que s6lo  aquellos que tienen la capacidad de adherirse al epitelio intestinal pueden
sobrevivir durante algun tiempo.,
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Fig. 1.G.1.
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Una vez adherido, el patégeno produce una endotoxina de naturaleza lipopolisacaridi
que actiia localmente en el intestino modificando cl flujo de electrélitos y de agun a través
de la mucosa, que dec ser un flujo de absorcién pasa a ser un flujo de secrecion. Varias
enterotoxinas actian estimulando los enterocitos (las células que revisten el epitelio
intestinal) para producir un exceso de nucleétidos ciclicos.e

Mas ampliamente estudiada es la toxina colérica producida por Vibrio cholerae. La
toxina del célera esti compuesta de dos tipos de subunidades, A (peso molecular 27.215) ¥
B (peso molecular 11.677). codificada por los genes ctxA y cixB.;s La toxina (PM 83.000)
incluye cinco subunidades B y una sola subunidad A. La toxina del célera es conocida
también como coleragen (cholerngen) y es representada como CT, y como ya se menciond.
e¢std  formada por dos protémeros distintos, como s¢ muestran e¢n la  Fig. 1.6.2. EIl
protémero A consiste de dos cadenas de polipéplidos, A (peso molecular = 22,000) y Az
(peso molecular = 5.000) ligados por una unién simple disulfuro. El protomero B (peso
molecular de 58.000) consiste de  cinco cadenas polipéptidas idénticas (peso molecular
11.600). Los protémeros A (CT-A) y B(CT-B) son mantenidos unidos por interacciones no
covalentes y pueden ser separados por cromatografia de filtracion en condiciones acidas.
El CT-B wumbién ha sido encontrado en filtrados de 1. Cholerae y ha sido nombrado
coleragenoide (choleragenoide).  Pero  tanto CT-A como CT-B por separado son no
tOXicos. s
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2l segundo puede bloquear 1o
¢l CT-A es el protémero activo ot
intactas. s

Las subunidades B se unen a los receptores del gangliésido especifico (un glucolipido
acido) existentes en la superficie de los enterocitos. Esta unién crea un canal hidréfilo en fa
membrana celular a través del cual es capaz de pasar la unidad A. Una vez dentro de fa
célula, una parte de la unidad A actia enzimiticamente para transferir un grupo ADP-
ribosil derivado del NAD celular a una proteina que regula la actividad de la enzima
adenilatociclasa. Como resultado de esta transferencia, la enzima es recogida en su estado
activo originando una acumulacion de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) que
inhibe lu absorcion de los iones Na® y CI” a la vez que estimula la secrecion de los iones CI,
HCO;s y Na’. Para mantener un equilibrio osmético, la trasferencia de clectrdlitos va
acompaiiada de una abundante efusién de agua del interior de la luz intestinal. Esta efusién
sobrepasa con mucho la capacidad de absorcién del intestino grueso y origina una profusa
diarrea acuosa.. (ver Fig. 1.6.3.).

Sc¢ ha demostrado que algunas otras enterotoxinas, entre las que se incluye 1a toxina
termolabil (LT) producida por varios tipos de E. coli enterotdxico, se comportan de igual
modo que la toxina colérica..

El célera suele tener un periodo de incubacién de una duracién comprendida entre
uno y tres dias y en cuanto a su gravedad puedc variar desde una diarrca benigna
autolimitante hasta un trastorno grave que amenaza la vida. La dosis infecciosa en
individuos normales sanos es elevada cuando el orgamsmo cs mgcrldo sin alimento o
tampén, del orden de 10'° células, pero es consid reducida si es ingerida con un
alimento que protege a las bacterias de la acidez dcl estémago.e

El célera es una infeccién no invasora en la que ¢l organismo coloniza la luz intestinal
¥ produce una potente enterotoxina. En los casos graves. la hipersecrecion de sodio, de
potasio, de cloruro y de bicarbonato inducida por la enterotoxina origina una diarrea
copiosa, descolorida y acuosa que contiene vetas de moco, descrita como heces de agua de
arroz. La diarrea. que puede aicanzar un volumen de hasta 20 L por dia y contienc hasta
10® vibrios por mL. va acompaiiada de vomito, pero sin nausca o ficbre.,

A menos que las pérdidas masivas de liquido y de electrdlitos scan repuestas, existe
una disminucion del volumen de sangre ¥ de la presién. un aumento de la viscosidad de la
sangre. insuficiencia renal y colapso circulatorio..

efectos taxicos de la holatoxina: se ha propuesto que
0. pero requicre del CT-B para intoxicar a las célutas
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Fig. 1.6.2.

Cesa (RRA = I3y BT L)

Estructura de la CT. La toxina esti compuesta de un protémero
A rodeado por un protdmero B pentamérico, el cual puede ser
separado. El protdmcro B pucde scr disociado en sus cinco
polipéptidos idénticos, cada uno siendo de 11,600 daltones.
Sobre Ia reduccidn, el protémero A puede ser separado en dos
polipéptidos, A; (PM = 22,000) y Ax (PM = 5,000). ruenTE: %)
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Fig. 1.6.3.

Toxina colérica ¥ su modo de accién. (1) Activacién fisiologica
reversible de la adenilcic! (<) medi; fijacién de una hormona al receptor
(h) de modo que la fijacién y translocacién de la toxina colérica de la
subunidad A origina la ribosilacién del ADP de la subunidad reguladora (r) y
su inactivacion irreversible. pueNnTE (6)

La toxina LT de Escherichia coli guarda una semejanza con la toxina colérica; consta
de cinco subunidades 3 (M. 1 1.5 kDa). que son responsables de la unién de la toxina a las
célulus epiteliales, y de una subunidad A (M, 25 kDa) que es desplazada al interior de la
célula epitetial donde activa la adenilciclasa (Ver Fig. 1.6.4.). A continuacién, el
subsiguiente aumento de las concentraciones de AMPc inhibe la absorcion de Na*, de Cl' y
de agua por las células de ta vellosidad y estimula su desaparicién de las células de las
criptas intestinales provocando asi una diarrea profusa. La toxina LT-1l producida por
determinadas cepas de ETEC tiene una actividad biolégica parecida a 1a de 1a toxina LT-1
pero no tiene reaccion cruzada ni con el antisuero frente a la toxina LT-1 ni con el antisuero
frente a la toxina colérica..
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Fig. 1.6.4.
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Mecanismo clasico de aceién de ETEC. (A) L'T-1. La holotoxina, consistiendo de
una subunidad A y cinco subunidades B, es internada por las células epiteliales de la
mucosa del intestino delgado via endocitosis. La A;. o translocacién de subunidades
cataliticas a través de la membrana vacuolar y pasa a través del aparato de Golgi por
transporte retrogrado. En la figura, la subunidad A se muestra pasando a través del cerco de
la subunidad B, pero esto puede no ser ¢l caso en vivo. A, cataliza la ribosilaciéon del ADP
de la arginina 201 de la subunidad a de la proteina G.: ¢l ADP ribosilado y la proteina G
activan la adenilato ciclasa la cual produce niveles suprunormales de ¢cAMP intracelular.
El cAMP s un mensajero intracelular el cual regula los transportes de la membrana celular
epitelial intestinal y otras enzimas celulares del hospedero. asi como también posee efectos
en el citoesqueleto. La activacion del AMPe dependiente de la Kinasa A resulta en la
fosforilacion de los transportadores de membrana  apicales (especialmente ¢l regulador de
la conductancia transmembranal de la fibrosis quistica.), resultando en la secrecion de
aniones  (predominantemente CF por un efecto directo, y HCO' indirectamente) por las
criptas celulares ¥ un decremento en la absorcion de Na™ y CI° por las células absortivas, it
AMPc también pucde 1ener efectos impornantes en el transporte basolateral » en los niveles
de calcio intracelular, los cuales pueden incrementar la magnitud de los efectos cl
transporte icnico y de fluidos. (B) STa. Es menos conocida la accion de ST que de L Se
piensa que ST actita por 1a unidén del receptor de membrana de ST, GC-C. La activacion de
GC-C resulta en ¢l incremento de los nivetes de ¢GMP intracelular. cGMP cjerce sus
efectos en el incremento de  la secrecion de cloro y el decremento en la absorcion de NaCl
por la activacion del  cGMP dependiente de la kinasa (G-kinasa) y/o0 ¢l AMPc dependiente
de la kinasa (A-kinasa). Otros efcctos de la STa en la induccion de ta secrecion de fluidos
también ha sido postulada. joesr: asy
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Una vez establecida la colonizacion, las estrategias patogénicas de las especies de £,
coli diarreagénica exhiben marcadas variaciones (Fig, 1.6.5)). La interuccion de los
organismos con la mucosa intestinal es especitica para cada categoria.g

Fig. 1.6.5.

Esquemas patogénicos de £, coli diarrcagénica. Las seis

categorias reconocidas de £. coli diarrcagénica cada una tienec una
forma Onica en su interaccion con células cucaridticas. Aqui. la
interaccion de cada categoria con una célula blanco especifica estd
represcntada esquematicamente. 1 uesT 1 iy
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1.7. IMPORTANCIA DE LA TOXINA LT EN ALIMENTOS

Como se ha podido ver, ¢s importante la adecuada sanidad en {a claboracidén de
alimentos ya que los microorganismos se encuentran cn casi cualquier tipo de ambiente,
especialmente las enterobacterias que son patogenas para el hombre.

Se han reportado varios brotes de infecciones gastrointestinales en ¢l mundo, en
paises subdesarroliados principalmente, pero esto no indica que los paises desarrollados
estin exentos de dichos brotes.

Por ejempio, en el mes de septicmbre de 1999 sc reportd un brote de £. cofi 0157:H7
en el estado de Nueva York, Estados Unidos, el cual s¢ considera como el mayor brote en
1a historia de este pais. Posteriormente en ¢l condado de Washington sc reporté un brote
en el cual 1013 personas presentaban diarrea después de asistir a una fiesta.

Se determiné en ambos casos que la mas probable causa del brote fuc ¢l agua
contaminada de los pozos.

Por otra parte se han reportado  casos cuyos brotes son debidos a Salmonella, la causa
principal son Jos alimentos poco o mal cocidos. que permiten la sobrevivencia del
microorganismo, ademas dec quce esta bacteria sc transmite por via fecal-oral: cuando las
manos de un manipulador de alimentos estan contaminadas fecalmente y toca los alimentos
que posteriormente son incorrectamente cocidos, son factores que ocasionan ¢l crecimiento
microbiano.

La contaminacion por Salmonclla también sc da por via animal cuando éstos son
allmenmdos con subproductos de ani les con Sal. lla, como carne, harina de huesos y

losi >s como las bién son una via de contaminacién fecal de los
alimentos.

Todo lo mencionado anteriormente indica que los cuidados que se deben tener en la
pn.parac:on dc los alimentos son de suma importancia, como la higiene c¢n todos los

la da coccién, ta cual destruye principalmente a la toxina LT y sus
orgamsmos productores, y aislarios lo mas posible dcl contacto con inscctos como moscas,
cucarachas, mosquitos, ctc.

También se debe educar a las personas de tener un aseo personal adecuado, ya que es
importante mantener en la mente que la mejor prevencion es responsabilidad de la sanidad
individual.

Se¢ ha demostrado quc sé6lo se requicre de una relativamente pequeiia cantidad de
células bacterianas para que una persona caiga enferma (para £. coli se requiere de 50 a 100
células) » un pequeito crecimiento de éstas en los alimentos también se puede originar por
someter al alimento a variaciones de temperatura. es decir cuando la lcmpcra(ura no sc
mantiene conswinte, por ¢jemplo en los alimentos que sc deben mantener en refrigeracion.
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1.8. PRUEBAS DE DETECCION PARA LA TOXINA LT

Se ha desarroliado una amplia gama de téenicas Jlamadas de inmunoensayo para la
detecciéon de toxinas bacterianas en sistemas de alimentos y otros. Las técnicas de
inmunoensayo detectan las reacciones inmunoldgicas de un organismo vivo ante la
presencia de una sustancia extrana.

Los inmunoensayos con cnzimas son sistemas analiticos con los cuales pueden ser
detectados pequeiias  cantidades de un componente desecado con pocos o nulos
requerimientos para su purificacion o paras la concentracion de la muestra.;  Estos
inmunoensayos tienen un caricter altamente especifico, asi como una alta sensibilidad y
reproductibilidad.

Todos los inmunocnsayos se basan en la interaccioén de un anticuerpo y su antigeno
correspondiente y la deteccidon de dicha interaccion se logra mediante cl empleo de
enzimas, las cuales también son conocidas como ctiquetas o marcas. Existen diferentes
tipos dc inmunoensayos, los cuales serdn descritos mads adelante. algunos son aplicables en
alimentos. Para comprender mejor las técnicas de inmunoensayos es necesario conocer los
términos emplcados en cllos:

INMUNOGENICIDAD: Es |a habilidad de un organismo para inducir la formacion
de anticuerpos. Los anticuerpos pueden ser proteinas, péptidos. carbohidratos, dcidos
nucleicos lipidos y cualquicr otro tipo de sustancias. Dos factores son importantes en la
inmunogenicidad de un antigeno, el primero es que dicho antigeno debe ser extraiio al
cuerpo del animal al cual sc le introducira el antigeno y con ésto inducir la formacién de un
anticuerpo mediante la accién de su mecanismo de defensa: el segundo factor es que el
anticuerpo debe ser de un cierto nivel de intrincacién para que pueda reaccionar con los
componentes del sistema de respuesta inmunc.

ANTICUERPOS: Proteina producida por células inmunes del cuerpo en respuesta a
la presencia de un antigeno. Todos los anticuerpos pertenecen u una categoria de proteinas
Hamadas inmunoglobulinas. las cuales se abrevian como g (ver Fig. 8.1). La funcién de
dichas inmunoglobulinas o anticucrpos es tigar a los antigenos, los cuales son proteinas
extraias al organismo. Las inmunoglobulinas se dividen en cinco clases:

#» kgA: Existen dos formas. el suero v el IgA secretor. El segundo se localiza en las
secreciones mucosas y esta protegido por una molécula llamada componente sceretor,
IgDh: Se localiza en la superficie de célulus B maduras con IgM. El papel para esta
clase inmunoglobulinas tiene que ser determinado.

# IgE: Sc localiza en el sucro de todas las inmunoglobulinas pero a bajas
concentraciones. ¢s la responsable de todas las reacciones inmunes inmediatas. como
son las alergias. ficbre del heno. asma, alergia a alimentos. drogas y picaduras de
insectos. 2

#* IgG: Es la mayor clase de inmunoglobulina que existe, consta de cuatro subclases
diferentes, de las cuales. dos pueden unirse v activar el tema completo, logrando
formar cavidades on las células v causarles dano. incluso la muerte. >

*
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ccion, permanecen por un periodo

inmunoglobulina o anticuerpo, asi

ST i
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En cuanto a los tipos de anticuerpos, pucden ser producidos dos de ellos; los llamados

anticuerpos policlonales y los monoclonales.

l.os primeros son producidos en conegjos.

ovejas, cabras o caballos: los segundos se producen en ratones.

#  Anticucerpos policlonales:

organismo del animal v de algunas semanas para su extraccion.

Requicre de dos inyecciones (llamadas iniciadoras) en el

El suecro contienc,

ademas del 1gG otras 50 proteinas. asi como sucro de albémina. Una preparacion de un

anticuerpo policlonal puede contener mas de 10.000 diferentes tipos de

ipG. El

anticuerpo se unc al antigeno mediante fuerzas débiles, como enlaces no covalentes.

fuerzas de Van der Waals,
clectrostiticos.

técnica inmunolégica a emplear.s

pucntes

de

hidrogeno v
Dichas fucrzas deben tomarse on cuenta para ia especificidad de la

cfectos  hidrofébicos v
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Dingrama 1.8.1. OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALFE
INMUNIZACION DEL ANIMAL CON MEZCLA DI ADYUVANTE-ANTIGENO
INYECCIONES INICIADORAS :

OBTENCION DE SUERO DEL ANIMAL -

PURIFICACION DE INMUNOGLOBULINAS DEL SUERO
FUENTE: (5)

% Anticucrpos monocionales: lLos ratones son inmunizados y después se logra la
obtencién del anticuerpo monoclonal por medio de célulus hibridas ¢ irritadas
producidas en el ratén cmpleando anticucrpos policlonales. Los anticuerpos
monoclonales son quimicamente idénticos y pucde variar su especificidad al modificar
la concentracion del anticuerpo policlonal. Debido a su facil produccién, su pureza y su
afinidad bien definida del cpitope, estos anticuerpos son preferidos en las técnicas de
inmunoensayo.s

Diagrama 1.8.2. OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

INMUNIZACION CON ANTIGENO

v

CELULAS IRRITADAS CELULAS DE MIELOMA
/
-
FUSION (POLIETILENGLICOL)

PROPAGACION DE HIBRIDOS

SELECCION Y CLONACION DE HIBRIDOS
PRODUCIENDO ANTICUERPO ESPECIFICO

— .

CULTIVO IN VITRO O IN VIVO (ASCITOS)
SISTEMAS DE FIBRA HUECA FULNTE: (5)
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* Adyuvantes: Son preparaciones que intensifican la inmunogenicidad del antigeno,
tienen un complejo mecanismo de accion que estimulan de manera no especifica la
respuesta inmune. Protegen al antigeno de un metabolismo rapido y la destruccién. Se
cmplean en la produccién de anticuerpos poli y monoclonales.s

Epitope: Es la region en el antigeno que reacciona con el anticuerpo.s

Hapteno: Es una sustancia muy pequciia que sirve para inducir una sola respucsta de
anticuerpos, pero puede reaccionar con anticuerpos.s

= Inmunogeno: Sustancia que induce la produccién de anticuerpos.s

e

Los inmunoensayos son técnicas muy sensibles y para elegir uno de ellos debemos de
consi ar la 6n de la muestra, la precision requerida, sensibilidad, naturaleza y
concentracion de la muestra y disponibilidad de ciertos reactivos inmunoquimicos. Existen
varios fos para los i >ensayos: algunos incluyen una precipitacion simple del
complecjo antigeno-anticuerpo, otros la aglutinacion de células rojas cubiertas u otras
particulas, precipitacion clectroforética cn agar, radioinmunocnsayos (RIA) y los
inmunoensayos con cnzima (EIA). Los inmunoensayos presentan varias clasificaciones. las
cuales se resumirin a continuacion:

1.8.1. HOMOGENEOS:

También llamados inmunoensayos con enzima multiplicada (EMIT). consiste en la
inhibicion estérica de una enzima por un anticuerpo cuando un hapteno es atacado en su
sitio activo por la enzima cercana. Se emplea principalmente en ensayos con moléculas
pequefias como drogas ¥ hormonas en el suero y la orina, no se usa mucho en alimentos y
se rcaliza totalmente en fase liquida; por lo que no es necesario romper ligaduras para que
queden reactantes libres y poder scpararlos, ademas de que esta basado en la competencia
entre sus reactantes, ¢s decir es competitivo.s

1.8.2. HETEROGENEOS:

Son abreviados como HET-EIA. s¢ realizan en fase solida a la cual se une un
anticuerpo © un antigeno y asi poder separar el material que reaccioné de lo que no
reacciond con la enzima marcada mediante la ruptura de las ligaduras. A esta técnica
también se le como ELISA o Ensayvo inmunosorbenie con enzima ligada. L.a fase sélida
bisicamente es una placa de microtitulacion a la cual se une un anticuerpo o antigeno en
un sistema bufYer basico (pH de 9.5-9.6) por medio de interaccidn no covalente.s

Existen muchas variantes de ensayos hetcrogéneos. pero los mas comunes son dos:
los de “‘caprura de anticuerpo™ v “captura de antigeno™. dentro de los cuales estan
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1.8.3. CAPTURA DE ANTICUERPO:

Para este formato se utiliza una placa a la cual sc fija un antigeno. posteriormente sc
afiade el anticuerpo que ligarda especificamente al antigeno (ver Fig. 1.8.2.). Para la
cuantificaciéon del anticuerpo ligado al antigeno, se agrega un scgundo anticucerpo pero
marcado con una enzima especifica para el primer anticuerpo. Se puede emplear una
“escalera™ de anticuerpos secundarios para incrementar la sensibilidad con los pucntes del
anticuerpo extra. La desventaja c¢s que las sustancias unidas a la placa pueden sufrir
alteraciones estructurales en las ligaduras, provocando que los epitopes se vuelvan no
utilizables para el reconocimiento por los anticuerpos.s

E SPITI LR MARS ADHD 0 EHZIMA

T VE R RIMARI

Formato de captura d

¢ anticuerpo.
FULNTE (%) rp

1.8.4. CAPTURA DE ANTIGENO:

En este caso ¢l anticuerpo es ligado a la placa. posteriormente sc ailade ¢l antigeno
que ligard al anticuerpo. Se agrega un segundo anticuerpo pero marcado con una enzima
para cuantificar al antigeno, como se puede apreciar en ia Fig. 1.8.3. A este formato se le
conoce como “sindwich™ o “doble anticuerpo™.«
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La ventaja de este formato s que se puede usar ¢! mismo anticuerpo tanto para ligar
como para detectar; pero también se pueden usar dos tipos difereniles de anticuerpos, un
anticucrpo monoclonal para la captura y otro policlonal para la deteceion, De este modo se
obtiene mayor especificidad en la captura y sensibilidad en la deteccion debido a que los
anticuerpos policlonales reconocen diferentes epitopes en ¢l antigeno. Estos ensayos
también son llamados asimdétricos.s

Fig. 1.8.3.

ANTICUERPG MARCAL QL
EHIIMA

|. (") | ANTIGENO FH LA $1E LIRS
—
i J rrecacuBERiacon
AHTICUERFT

Formato captura de antigeno, también
conocido como “Sandwich™ o *“Doble
anticuerpo. FuNTE (5

1.8.5. COMPETITIVOS:

Miden la competicion por la unién a un anticuerpo centre un antigeno marcado
(antigeno unido a una enzima) de concentracion conocida y un antigeno no marcado de
concentracion desconocida. el cual viene siendo la muestra de prueba. Existen dos
versiones de estos ensayos. uno es la medida del antigeno » el otro es la medida del
anticuerpo.

En la medicidén del antigeno. la placa es cubierta con éste para ligarlo a ella y después
se afiade el anticuerpo marcado o ligado a una enzima junto con la muestra de prueba. 12
amicuerpo marcado con la enzima se ligara mejor al antigeno correspondiente si es que esta
presente en la muestra, que al antigeno ligado a la placa, como se mucestra en la Fig.
1.8.4.(a)

En la medicion del anticuerpo, este es inmovilizado o ligado a ta placa. lucgo sc
afade el antigeno ligado a una enzima junto con la muestra. entonces o antigeno marcado
se unc al anticuerpo. pero el antigeno no marcado presente en la muestra va inhibiendo
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dicha unién: por lo wnto la concentracion del antigeno no mareado es inversamente
proporcional a la concentracion del producto formado por accidn de la enzima en ia
muestra,

Otra variante de este método es colocar ¢l anticuerpo cubriendo a la placa y provocar
una competencia entre ¢l antigeno marcado y el antigeno no marcado, como lo mucestra la
figura 8.4.(b)

Su ventaja es que ¢s un método rapido que requiere solo de una incubacién y un p:
de lavado. La desventaja es que el antigeno debe ser de peso molecular relativamente b
para prevenir precipitacion, aglutinacién o la hidratacién estérica de reactantes solubl
Casi siempre las micotoxinas sec ensayan por el método HET-E1A competitivo. A este tipo
de ensayos también se les conoce como simdtricos.s

Fig. 1.8.4.(1)

AITTIGENO ENT LA ALTTD
MMUIESTRFA O

FLATA CUBIERTA 01!
ALTTISEM

SUERPO MAK
217 EMERVA

Medicion competitiva del antigeno
FUENTE(S)

Fig. 1.8.4.(b)

~RTIGE s e LAl Clte
[QET

NMedicion com
'
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L8.6. NO COMPETITIVOS:

Esta. técnica requiere que ¢l antigeno o el anticuerpo tengan al menos dos sitios de
unién para el anticuerpo o el antigeno, segin sea cl caso y solo un componente (Ia muestra)
esta presente a una concentracién limitada, s . Este tipo de ensayos también presenta dos
variantes: -

Directo: Cuando el antigeno reacciona de manera directa con el anticuerpo marcado
con cnzima. En este caso sc emplea el formato del sandwich y es probablemente ¢l tipo

mas simple de ensayo.'?® Bisicamente se liga el anti’geno a la placa, luego la muestra que
conticne al anticuerpo y sub cl anti po marcado con enzima (ver Fig.
1.8.5.)12

Indirecto: Cuando el anticuerpo sin marca reacciona con el antigeno seguido de una
reaccién con una proteina A marcada con enzima o un anticucrpo preparado contra et
primer anticucrpo (ver Fig. 1.8.6.).42

- Fig. 1.8.5.
Anticuerpo detector
J—L marcado con enzima
[ I Anticuerpo en la muestra
i
i

3 g
l ' Placa cubierta con antigeno

Ensayo dxrcclg;;o c_ompclmvo.
a

Las ventajas de este tipo de ensayos es que jos materiales : presentes reaccionan
directamente con ¢l conjugado enzima-anticuerpo, evitando con esto interferencias en las
rcacciones. La mayor desventaja es que:requierc.de al menos dos incubaciones y varios
lavados.

Estos c¢nsayos sc emplean mas comGnmente para la deteccion de antigenos
estructurales bacterianos como enterotoxinas, por lo tanto es mas aplicable en alimentos,
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Fig. 1.8.6.

Ab ay
FRACIIIAARC AL

Ensayo indirecto no competitivo.
Ensayo de union de Antigeno. El Ag radiomarcado es unido
a la muestra de Ab y es precipitado por la proteina A
cubierta con particulas de agarosa. rFuenTE (1)

1.8.7. EN FASE SOLIDA:

Son faciles de realizar y mas sensibles que los métodos en fase fluida debido a que es
posible unir un nimero de moléculas detectoras a cada molécula de Ia muestra, ademas de
que cuando el anticuerpo o ¢l antigeno disociados de la superficie de la fase sdlida tiene una
mayor probabilidad de recombinacién que si la reaccion tuviera lugar en solucién. Estos
cnsayos requieren del empleo de placas de microtitulaciéon de poliestireno, poliestileno o de
cualquier otro material (ver Fig. 1.8.7.).12
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Fig. 1.8.7.

Placas de I’clj

ropileno de 96 pozos
TN?F. 20y P

En este tipo de fases se retienen los inmunorcactantes ligados y los que no se ligaron
son rcmovidos con lavado de la placa (ver Fig. 1.8.8). No obstantc existen fases sélidas,
como agarosa y celulosa que presentan una mayor relacion area\volumen, mucho mas que
las placas plasticas.)z

Los ensayos llamados “Dot-Blot™ o “Dot-EIA™ son aquellos que usan membranas
como fase solida, a las cuales s¢ unen fuertemente las proteinas por medio de enlaces
hidrofobicos, como ia nitrocelulosa que es la mas comanmente usada. Otras membranas
como p-divinilfluoreno (PDF) v el nylon son mas hidrofébicos que la nitrocclulosa, debido
i que tienen una carga negativa o mezcla de cargas negativas y positivas. También existen
membranas que son derivadas quimicamente para proporcionar enlaces covalentes.)2
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Fig. 1.8.8.

T s T

B & AN AR\

Ensayos en fase sélida. Son menos dependicntes
de la afinidad del anticuerpo debido a que hay
una capa de buffer cercana a su superficie.
TUENTE (12)

1.8.8. EN FASE FLUIDA:

Como su nombre lo indica, estos ensayos se realizan en un medio liquido, en ¢l cual
se encucntran presentes el antigeno y el anticuerpo, la reaccién entre ambos obedece a la
ley de accion de masas:

Asociacién:  Antigeno y Anticuerpo.. —ip - Complejo antigeno-anticuerpo
i h

Disociacion: Antigeno + Anticuerpo Complejo antigeno-anticuerpo
. -

TUENTE (12)

Existen varios tipos de inmunocensayos. los cuales sc dividen principaimente en
aqucllos donde sc¢ usan marcas con enzimas. como los ElAs ¥y aquellos que usan
radiomarcas. como los RIAs o radioinmunocnsayos. Los radioinmunocnsayos son los
primeros en ser desarrollados y emplea radicisétipos para marcar a los anticuerpos o
antigenos. La desventaja de éstos es que requicren de equipo especializado y extrema
precaucion, ademis de que es inadecuado para alimentos.
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os con enzimas sc desarrollaron despudés, y emplean enzimas para marcar

Los er

los reactantes utilizados, son mas sensible y requieren de poco equipo, ademas de que se
pueden encontrar comercinlimente. otras variantes de inmunoensayos son:

INSAYOS DE PRECIPITACION:

En un medio en el que se encuentra un antigeno y un anticuerpo, y alguno de los dos

esti en exceso, en ambos casos se une el que estd en exceso a sitios ocupados del que no

en exceso. formando un complejo soluble. En el caso en el que ninguno esta en

exceso, cntonces tanto el antigeno como el anticuerpo sc unirin a moléculas adyacentes
formando asi un polimero antigeno-anticuerpo que precipita porque es débilmente
soluble(ver Fig. 1.8.9.).2

Fig. 1.8.9.

(©) Exceso de atouepo

() Exceso de antig=no
' g Antgeno
\—— —(
(€) Formaztn d podrero

A A
YYY

PREC!PITACION

Inmunucnsu?'u d'; pI’LCIlea cion
L [(RE4)
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1.8.10. ENSAYOS DE DIFUSION EN GEL:

En este ensayo se coloca un antigeno en un agar cubierto con un cristal, entonces las
proteinas se: difundirin en todas direcciones, si en ¢l medio se encuentra el anticuerpo
apropiado, entonces s¢ formard un precipitado (ver Fig. 1.8.10.). El didmetro del radio del
precipitado es directamente proporcional a la concentracién del antigeno.

Fig. 1.8.10.

Ab 2ol gel

Principio de la inmunodifusion radial simple. EI

antigeno (Ag) es colocado en una placa cubierta con

agar, el cual contiene e}ua::rmfutl:r);)o apropiado (Ab).
ENTE: (12

1.8.11. DIFUSION DOBLE:

Se coloca una gota de antigeno en un pozo de agar y una gota de anticuerpo en un
pozo adyacentc, los dos se difunden hacia fucra y se unen formando un precipitado entre
tos dos pozos. el cual se¢ manificsta como una linea llamada “linea de precipilacién™.- Su
ventaja es que no requicre de un equipo especializado (ver Fig, 1.8.11.).2

Fig. 1.8.11.

Principio de la doble difusion en gel. Tanto el
anticuerpo (Ab), como el antigeno (Ag) se
difunden formando un precipitado (pp). vusni:
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1.8.12. ELECTROFORESIS:

A un pH dado las proteinas adquieren cargas netas positivas o negativas. y pueden ser
transportadas en una corriente eléctrica a un electrodo de carga opuesta. De este modo son
separadas incr 1do la ibilidad en las reacciones de precipitacién inmune.;»

1.8.13. INMUNOELECTROFORESIS:

Los anticuerpos se separan electroforéticamente, después se colocan en agar junto con
¢l antigeno, al cabo de 18 horas de incubacién se observa una serie de arcos que precipitan,
(ver Fig. 1.8.12)). Esto corresponde a las diferentes reacciones anticuerpo/antigeno que

tienen lugar en la placa.a

Fig. 1.8.12.

Principio de la inmunoclectroforésis (IEP). En el primer
cuadro el antigeno es colocado en el gel de agar, en el
segundo ¢s sometido a electroforesis. en el tercero se
agrega el antisucro en un corte del agar y en el cuarto se
forman una seric de arcos que precipitan. puenTe (11
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1.9. MICROORGANISMOS ESTRESADOS

l.os microorganismos estresados son aquelios que son sometidos a condiciones poco
favorables para su crecimiento, es decir. condiciones adversas. Los microorganismos que
estin sujetos a estrés ambiental pueden volverse estructural o metabdlicamente daiiados o
heridos. Los organismos dafiados estin manifestados por su inhabilidad para replicar en
medios selectivos mas que los organismos tolerantes no daiiados.;s  Dichas condiciones
estresantes o de alteracion se presentan cuando las bacterias contenidas en un alimento
sufren cambios en su ambiente.  El dafio pucde resuitar de muchos procesos alimenticios y
métodos de manejo, incluyendo ¢! tratamiento térmico, la refrigeracion, congelacion,
secado ¢ irradiacion, o de exposicion a preservativos, acidez o baja actividad de agua.se

Al ser modificado alguno de los factores anteriores, las bacterias sufren dadfio a nivel
de membrana y por lo tanto dejan de desarrollarse normalmente, a ¢se daiio se le denomina
daiio subletal.

Muchos tratamientos usados en ¢l procesamicnto de alimentos y combinaciones de
éstos pueden inducir daiio subletal a células o esporas.  Muchas modificaciones cclulares y
moleculures pueden ocurrir en las células dafiadas. La extensién del daiio subletal y el
mecanismo del dafio varia y puede ser relacionada a las condiciones de estrés. También,
mis de un sitio dc dafio puede ocurrir en la célula bacteriana por un tipo particular de
tratamiento subletal.zs

Sin embargo también existen otras causas que pueden hacer mas susceptible al estrés
a una bacteria. Cuando los microorganismos entéricos que habitan en cl intestino del
hombre y de animales de sangre caliente al ser descargados en las heces estdn sujetos a
condiciones de estresantes, por ejemplo, ambientes acuéticos, resultando en dafio subletal o
muerte.ar las superficies de equipos que han sido sanitizados. asi como el agua usada en ¢l
procesamiento de alimentos o limpicza de equipo. puede contener microorganismos
dafiados.

l.as condiciones de crecimiento, antecedentes tales como edad fisiologica, velocidad
de crecimiento, limitacion de nutrientes y temperatura pueden influir en la susceptibilidad
de los microorganismos al estrés. Por cjemplo £. coli cultivada bajo diferentes condiciones
de oxigeno pucde variar en su respuesta al esteés ¥ resulta en 1a recuperacion alterada.s,

Sin embarpo. hasta ahora muchos de los métodos aceptados usados para ¢l
aislamiento y cnumeracion de microorganismos en alimentos no permite reparar el estado
de daiio de algunos microorganismos y por ésto falla su deteccion. Los organismos
danados son potencialmente tan importantes como sus contrapartes normales.  En un
ambicente favorable. los microorganismos vegetativos daifados pueden resucitar v volverse
funcionalmente normales

Los medios selectivos contienen componentes que no permiten la enumeracion o
rislamiento de un microorganismo estresado. ya que inhiben su proceso de reparacion pues
esultan tdnicos v pucden llegar a causar la muerte del organismo dafiado. Esto sugiere que
uando un medio deba ser usado. los microorganismos daiados cn las mucstras deben ser
permitidos para regencrar en un ambiente apropiado  previo a su ¢ ion a un medio
selectivo.  Las esporas bacterianas, asi como las células vegetativas danadas. exhiben
propicdades ani como un resultado del daito celular inducido durante la exposicion a las
condiciones ambicntales g,

[ R}
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l.as investigaciones han  indicado que, paras las células vegetativas  dafadas.,
independientemente de 1a naturaleza del estrés impucsto en una poblacion microbiana, ()
¢! dafo es reparado cuando los organismos dafiados son muntenidos en un ambiente
apropiado. (b) la temperatura 6ptima ¥ ¢l ticmpo requerido para reparar puede variar con fa
naturaleza del cstrés, () las células reparadas completamente recuperan su resistencia
normal a los agentes selectivos en el medio. y (d) el proceso de reparacion debe preceder a
1a multiplicacion celular. Por lo tanto cs deseable permitir a las células estresadas reparar
cualquier dafio antes de ser aisladas o enumeradas por los procedimientos usuales en el
medio selectivo.ie

No sélo ¢l procesamiento, el almacenaje y las téenicas de mancgjo de los alimentos
cjercen estrés en los microorganismos. También ciertas téenicas usadas durante ¢l andlisis
puede infligir daiio en los organismos presentes en una muestra. Los efectos de cicrtos
ingredientes. velocidad y temperatura de rehidratacion de alimentos desecados, velocidad
de deshielo de alimentos congelados, temperatura de un medio cn placa. pucden cjercer
cstrés  en los microorganismos presentes en una muestra y  afectar su  deteccién,
especialmente para procedimientos  selectivos. El grado de dafio incurrido en los
organismos durante ¢l procesamicnto, almacenamicnto y mancio de alimentos afectan su
habilidad para reparar bajo un juego dado de condiciones Iisto pucde resultar cn
diferencias en los requerimicntos nutricionales, asi como en el tiempo y temperatura
requeridos para reparar.ag
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CAPITULO 2.

ETAPA EXPERIMENTAL

2.1. CUADRO METODOLOGICO

OBJETIVO GENERAL B
I
I 1 L
OBJETIVO PARTICULAR 1 ORBJETIVO PARTICULAR 2 OBJETIVO PARTICULAR 3
Aislar las entcrobacterias a partir Realizar prucba de ELISA para dentifi H imi a las

de wii pr

tér

para obtener cepas puras

comprobar la presencia de toxins
LT en las enterobacterias asisladas

bacterias cuya ELISA resulte positiva
a la toxina para determinar su género

Actividad 1.1,
Toma de
muestras

de guisados

Actividad 1.2,
Procesamiento de
In muestra

Actividad 2.1.
Técnica de ELISA

Actividad 3.1.
ig. ié

Bioquimica

Actividsd 1.3,
Cultivo de
las mucstras

Actividad 1.4,
Obtencién de
colonias puras

Actividad 1.5,
Obtencion de
Toxina LT

Actividad 1.6,
Sonicacién

FUENTE (PROPIA)
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SIM |
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INrnuToJ-—--—{ INDOL |
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UREA j—{?TRATO |
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2.2. DIAGRAMA DE BLOQUES
ETAPA EXPERIMENTAL

TOMA DE MUESTRA |

v

DIRECTO EN AGAR McCONKEY E REACTIVA N EN CALD e

OBTE:

_ LIBERACION DE TOXINA POR SONICACION

TECNICA DE ELISA

IDENTIFICACION BIOOUIMICA

2 PROMA)
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2.1.1. REACTIVOS:

PBS

Tween 20

Leche en polvo descremada
Antisuero

Conjugado

Sustrato

Buffer de fosfatos
Peréxido de hidrégeno
Acido sulfirico

BufYer de carbonatos
Reactivo dec Kovac’s
Solucién rojo de metilo

2.1.2. MEDIOS DE CULTIVO

Agar Mac Conkey

Caldo y agar BHI (Infusién Cerebro-Corazén)
Agar Hierro Lisina (LIA)

Medio Sim (Para Sulfuro, Indol ¥y Movilidad)
Agar Citrato de Simmons

Caldo MR-VP (Rojo de Mectilo-Voges Proskauer)
Caldo Malonato

Caldo Urea

2.1.3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Los alimentos muestreados son aquellos destinados al consumo de infantes en una
nuarderia o estancia infantil det gobiermo. cuyas edades tluctian entre | y 2 afios. Los
alimentos fueron diferentes tipos de guisados cluborados dentro de la misma estancia, los
cuales se enlistan a continuacion junto con su respectiva clasificacion. Esta clasificacion se
realizo con la finalidad de facilitar su identificacion:
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Tubin 2.3.1. Ciasificacion asignada a los diferentes tipos de gnisados

Tipo de Guisado Clasificacion Tipo De Guisado Clasificacion
Jamén con verduras civ Ensalada dc atun CEA
Queso tipo Chihuahua 1.QTCH Torta de camne de res CTR
Pescado empanizado CPE Came de res con papas CRP
Albéndigas con jitomale CAJ Carnc dc res para tacos CRT
Pechuga con verduras cprv Pollo guisado con calabaci CPGC
Calabazas con crema VCC Higado de res con cebolla CHRC
Lengua de res guisada CLRG Pollo con chicharos CPCH
Pollo con champifiones CPCH Pollo a la mexicana CcPM
Lengua de res  con CLRV Pollo con consomé cpC
verduras
Sandwich de¢ jamén con csJIQ Frijoles refritos OFR
queso
Pollo al pergjil cprpr Pollo guisado con verduras cPGvV
“Tortas de papa vTP Came molida CM
Jamodon en  caldillo de [of [ed ] Pechuga de pollo frita CPF
Jitomate
Mantequilla comercial LMCH Carne molida con vegctales cMmv
Picadillo CcpP Crema comercial LCCH
Bistec a la mexicana CBM Atiin con vegetales CAV
Calabacitas e¢n  caldillo vCCJ

de jitomate
FUENTE: (PROPMAY

2.1.4. TOMA DE MUESTRA:

Se tomaron 61 muestras de aproximadamente 50 a 100 g cada una, de cada guisado

cluborado. ¥ se vaciaron en

bolsas de policlilcno estériles.

Cada bolsa se selld y se

ladarla en refrigeracion al laboralorlo y

ctiquetéo con los datos de la

para
proceder a su analisis. los datos de cada muuslm fucron los siguientes:

CLAVE: VCCJ25399
DESCRIPCION:
guisado a base de verduras,

Calabacitas en caldillo de jitomate.

ELABORO: Personal del comedor de la estancia infantil de gobierno

FECHA DE
1999)
HORA DE TOMA: 12:00 horas
DIA DE TOM S de mayo de 1999
TRANSPORT Refrigerada

TEMPERATURA DE LLEGADA: 10°C

Lua *V™ es por que se trata de un

ELABORACION: Fecha en que se elaboré ¢l alimento (25 de mayo de
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2.1.5. PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA:

 de Baclcriologia de Posgrado en la FIES

Las muestras se pmccsnron en el Inboralorl
Cuautitlin Campo 1.7

Cada bolsa con la mueslra nnnllzar sn, desmfcclo por fuera con alcohol para evitar Ia
contaminacién externa.. - 5.+- - :

Una vez abierta “la bol-:a sc- proce 16 a: rcg,lslmr I:.\ temperatura con termaémetro
desinfectado con alcohol y agua destilada estéril.

2.1.6. CULTIVO DE LA MUESTRA:

Como se aprecia en ¢l dingrama de blogues 2.1.. el cultivo de cada mucstra sc realizé
por duplicado, es decir cada muestra se sembré de dos formas. una ilamada Directa en
agar McConkey y otra denominada Reactivacién en caldo BHI:

DIRECTA EN AGAR McCONKEY: Sc realizé tomando una asada de la muestra y sc
sembré por estrias dircctamente sobre agar McConkey. Esto se hizo con la finalidad de
asegurar que los microorganismos obtenidos en la Reactivacién eran los microorganismos
estresados durante la preparacion del atimento.

Si el crecimiento microbiolégico es alto (mas de 10 colonias por caja), entonces la
muestra es descarada en la Reactivacién.

REACTIVACION EN CALDQ B#il: Sc tomaron 25 gramos de la muestra y sc
sembraron en 100 mi dc caldo BHIU estéril, homogeneizando la muestra en ¢l caldo. Dicha
reactivacion es gracias al empleo del caldo BHI (Infusién de cercbro y corazon), ¢l cual cs
un medio rico en nutrientes ¥ por lo mismo puede crecer casi cualquier bacteria. incluso
mohos y levaduras.

2.1.7. OBTENCION DE COLONIAS:

De cada muestra se sembrd una asada del caldo BHI al agar BHI por estrias para
obtener colonias. las cuales son blancas y no diterenciadas entre si.

Las bacterias que en este caso interesan san las bacterias entéricas o enterobacterias.
muestra en el diagrama. su oblencion se logra por medio de la siembra de las
colonias abtenidas en un medio selectivo diferencial. como lo es ¢l agar McConkey. Por lo
tanto se sembraron de forma cst En este medio se obticnen colonias de color rosa
rojo. caracteristico de bacterius sa positivo.  De cada una de las ca de
McConkey se tomaron cinco coloni v se resembraron en agar MceConkey nueve para ser
analizadas posteriormente en su capacidad de produdir toxina,
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2.1.8. OBTENCION DE TOXINA:

De cada caja de agar McConkey s¢ tomaron apequeiias asadas de cada colonia y sc
sembraron por separado en tubos de rosca conteniendo 2 ml de caldo BHI esterilizado
previamente. Posteriormente, a las 24 horas de incubacién los caldos se resembraron en
caldo nuevo y se volvieron a incubar a 37 © C. Esta resiembra se repitio dos veces mas.

Al cabo dec ob cuatro si bras en caldo, éste se centrifugd a 2500 RPM durante
10 minutos a 4 °C, con la finalidad de separar la mayor cantidad de células del caldo, las
cuales quedan en el fondo del 1ubo. Se separd el caldo de las células por decantacion.

2.1.9. SONICACION:

En la sonicacion se sometieron a ondas sénicas a las células por medio de fa
introduccién de una aguja especial de acero inoxidable unida a un equipo, para lograr con
ello la ruptura de las mismas y asi liberar la toxina contenida en cllas.

La produccién del sonido s¢ logré por medio de un cquipo (Ultrasonic Homogenizer,
Cole Parmer Instrument Co. Chicago lilinois 60648. Seric 4710). Al encender el equipo, Ia
aguja produce un sonido quc rompe la pared bacteriana.

La sonicacién se hizo en frio para evitar ¢l calentamiento del tubo, sumergiéndolo en
hiclo. También se tuvo cuidado de introducir la aguja cn cl centro del tubo para evitar ia
rotura del tubo.

La intensidad del sonido fuc de 100 a 120 Hertz durante | minuto. Postecriormente a
la sonicacion, los tubos sc¢ centrifugaron en frio a 2500 RPM durante 10 minutos.
Nuevamente se scparé por decantacion el sobr dante de las célul cc das al
fondo. En esta ocasién ¢l sobrenadante se guardd en pequetos viales cslénlcs. sc
ctiquetaron y se guardaron en congelacion.
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2.3. DIAGRAMA DE BLOQUES
TECNICA DE ELISA

DILUCION H

SENSIBILIZACION
. T=4°C

P

NDOPEROXIDASAS

PR ) S

__SATURACION

aves

LAVADO -

wacanian W

INCUBACION ;

Tw=37°C ;
t=th

|

LAVADO

ADICION DEL ANTISUERO
(ler. ANTICUERPO)

INCUBACION |
T=37°C :

TUENTE (39

% _LAVADO

ADICION DE CONJUGADO
(PROTEINA A PEROXIDADA)
2do. ANTICUERPO

|

INCUBACION |
T=37°C B
= 1h

ADICION DE SUSTRATO
ORTOFENILENDIAMINA

l ..

INCUBACION i
T= 37 °C M
1= & min

l

DESARROLLO DE COLOR
AMARILLO

v
DETENIMIENTO DE LA REACCION
H.S0, 3M

l

LECTURA EN ESPECTROFOTOMETRO
450 nm
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2.2.1. TECNICA DE ELISA (SISTEMA DE ENSAYO INMUNOSORBENTE
CON ENZIMA ACOPLADA):

Esta técnica consiste en determinir la presencia de la toxina LT liberada por la
sonicacion de los cultivos prablema por medio de la reacceién antigeno-anticuerpo, donde el
antigeno e¢s la toxina problema y el anticuerpo ¢s la antitoxina de un conejo inoculado
previamente con la toxina LT de £, coli.

A continuacion se describe el procedimicnto para la realizacion de la téenica de
ELISA. asi como la preparacion de cuda uno de sus reactivos.

Para cl desarrollo de 1a técnica se empled una microplaca de plastico desechable con
96 pocillos (ver Fig. 2.2.1.), ¥ sc¢ tuvo cuidado dc tomarla siempre con las manos por los
tados sin tocarla por la parte de abajo. ya que la grasa de los dedos se queda adherida a la
placa dando lugar a un error en la lcctura espectrofotométrica. Cada muestra s¢ analizé por
duplicado, asi como también los controles de la prueba (ver Fig. 2.2.2)),

Placa de microtitulacion

FUENTE (2
Fig.2.2.2. Suero + conjugado (Testigo +)
Al O (o] o (0] (@] o (6] O Q [0} O [e] . .
BO O O O O O O O O O O O |—® Suero (Testigo +)
cro 0o 0 0 0 0 0 0 O O 0O O|————  p Sucro+ conjugado
PO O O O O o 0o O O O O Ol Conj d (Testigo +)
Ple 8888908928283
FIO O 0O 0O 0O 0 0O 0 0O 0 O O \ o
Gl O o O O o o o O o0 o0 0O o
MO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O O (onjugado Festigo-)
1 2 3 4 s 6 7 8 9 0 11 12 N =

Rupresentacion de i microplaca de titujacion

FUENTE (PROPIA)
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DILUCION DE LA MUESTRA: Sc rcalizdé una dilucion 1:10 de la muestra cn
buffer de carbonatos, colocando 10 pul. de muestra por cada 90 pl. de buffer de
carbonatos a cada pozo. Primero se vaciaron los 90 ulb  de bufTer y luego 10 pL de
muestra (Toxina).

SENSIBILIZACION: Las muestras diluidas se incubaron toda una nache a 4 °C con
Ia finalidad de permitir quc el antigeno (Ag o Toxina) se uniera a los pocillos elegidos
(ver Fig. 2.2.3.).

Fig. 2.2

Pozo sensibilizado con antigeno (Ag)
FUENTE: (PROPIA)

INACTIVACION DE ENDOPEROXIDASA: Sc climiné la muestra no fijada
mediante lavados con PBS-Tween y posteriormente se adicionaron 10 pl. de peroxido
de hidrégeno (H:02) a una concentracion de 3%, se dejo agitar durante 5 minutos.

LAVADO: Sec decanto el liguido y se lavé con PBS-T'ween ‘at 0.05%. adicionando
100 pl. por pozo de déste. Se agité durante 3 minutos y se elimind el liquido. * Se
repitié la operacion de lavado cinco veces.

SATURACION: Sc agregaron a los pozos vacios 100 pl. por pozo de leche
descremada en polvo marca Svelty diluida al- 3% en PBS. esto s para saturar los
espacios vacios que quedaron en los pazos. (ver fig 2.2.4.).

LAVADO: Se repitic el paso 4
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Pozo saturado’'con antigeno (Ag) y lcéhc
descremada (B)
FUENTIS: (PROPIAY

6. INCUBACION: Se¢ incubé la placa a 37 °C durante una hora.

7. LAVADO: Se repitio el paso 4.

8. ADICION DEL ANTISUERO (PRIMER ANTICUERPO): A los pozos ya lavados
y vacios sc adicionaron 100 pL. a cada uno de antisucro diluido a 1:1800 ¢n solucién de
PBS

9. INCUBACION: Scincubé la placa a 37 °C durante una hora

10. LAVADO: Sc repitio ¢l paso 4

11. ADICION DEL CONJUGADO (SEGUNDO ANTICUERPO CON PROTEINA A
PEROXIDADA): A cada uno dc los pozos lavados y vacios se les adicionaron 100 ).
del conjugado diluido a 1:256 en solucién de PBS

12. INCUBACION: Seincubé la placa a 37 °C durante una hora

13. LAVADO: Se repitio ¢l paso 4

14. ADICION DEL SUSTRATO (ORTOFENILENDIAMINA): El sustrato se prepard
al momento de ser utilizado: v se diluys una tableta de | mg en bufifer de fosfatos. A la
solucién de buffer sc le agregaron 40 pl. de H:O2 al 30 %% por cada 100 ul. de
solucion después de diluir 1a wableta. Una vez disuclta la tableta. a cada pozo se le
agregaron 100 plL de la solucién y la placa se incubd por unos minutos hasta que s

desarrollo color entre amarillo y café en el control positivo.

15. INCUBACION: Scincubo la placa a 37 7C por 3 minutos.
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16. DETENIMIENTO DE LA REACCION: Una vez desarrollado el color, la reaccién
se detuvo con 50 6 100 ul. por pozo de H>SO, 3M.

17. LECTURA: Se leyd la placa en un espectrofotémetro (Microplate Reader. Biorad,
Model 450) a 450 nm, calibrando primero ¢l cquipo con una placa’vacia y limpia. (Ver
Fig. 2.10.1.) o
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CAPITULO 3. RESULTADOS

Sc tomaron un total de 61 muestras alimenticias, de las cuales se obtuvieron S cepas
por cada muestra, dando un total de 305 cepas analizadas.

Las muestras alimenticias se clasificaron en 4 diferentes t
a su base principal como son: guisados a base de carne, gui
verduras, licteos y oleaginosas.

En Ia tabla 3.1.1. se muestra la clasificacion de las cepas. de las cuales 217 resuliaron
negativas en los guisados claborados a base de came, 27 cepas resultaron sospechosas y
sélo 3 fucron positivas en la téenica de ELISA. Parma los guisados claborados a base de
verduras, 10 cepas resultaron negativas, 1 sospechosa y 2 positivas. En cuanto a los
lictcos, Gnicamente sc obtuvieron 9 cepas negativas en la técnica de ELISA y no hubo
cepas sospechosas o positivas. Por owro lado, en los guisados claborados a basc de
olcaginosas se obtuvieron 3 cepas negativas y sélo 2 sospechosas. sin obtener ninguna cepa
positiva a ELISA.

Como lo indica la tabla 3.1.1., ¢l total de las cepas negativas es de 239, le siguen las
cepas sospechosas con 30 ¥ por Gltimo estan las cepas positivas con solo 5.

Del total de las cepas representadas (ver Grafica 3.1.1.), solo 274 son las resultanies
en cl analisis. quedando 30 cepas como descartadas, de las cuales 25 fucron obtenidas de
guisados a base de carnc y las 5 restantes, se obtuvieron de guisados elaborados a base de
verduras; una cepa se reporta como perdida durante el andlisis. Sumando todo se obtiene ¢l

resultado final de 305 cepas obtenidas de 61 s muestreados.

ipos de guisados, de acuerdo
sados claborados a base de

i}

Tabla 3.1.1 CEPAS POSITIVAS A LT

NEGATIVAS

SOSPECHOSAS

POSITIVAS

DESCARTADAS

FUILNTE ('ROIMA)
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En la tabla 3.1 se¢ presentan resultados expresados en porcentajes de cada uno de los
diferentes tipos de guisados.

Como sc puede apreciar, las cepas negativas ocupan el mayor poreentaje con 71.14%
para los guisados claborados a base de curne, le siguen en orden descendente las cepas
sospechosas con 8.85% y sin contar las cepas descartadas. le siguen las cepas positivas:
ocupando ¢t 0.98% decl total de ias cepas obtenidas.

En cuanto a los guisados a base de verduras, las cepas negativas ocupan también el
mayor porcentaje, con 3.27%, le siguen. sin contar a las descartadas. las cepas positivas con
0.65%, quedando en Oltimo lugar las cepas sospechosas con 0.32%.

Para los lactcos, sélo resultaron negativas a ELISA el 2.95% del total de las cepas. sin
resultar ninguna cepa positiva o sospechosa.

En lo relativo a los guisados claborados a basc de oleaginosas. el 0.98% e¢s ¢l mayor
porcentaje ocupado por las cepas negativas y el menor es 0.65% para las sospechosas, sin
resultar ninguna ccepa positiva.

Por lo que respecta a las cepas descartadas del andlisis; se reportaron 31, de las cuales,
25 pertenccen a guisados claborados a base de carne, ocupando ¢l 8.19%, 5 sc¢ obtuvicron
de un guisado elaborado a base de verduras, con ¢l 1.63% y una se reportd como perdida
durante ¢l andlisis. especificamente ¢n ¢l paso de la sonicacién: la cual representa el 0.32%,.
Cabe mencionar que dichas cepas descartadas son resultantes de 6 mucstras de guisados, de
los cuales 5 fucron claborados a base de camne y uno a base de verduras.

Del total de las cepas visualizado en la 1abla 3.1.2, se puede mencionar que, como ya
sc puntualizé anteriormente. ¢l mayor porcentaje lo ocupan las cepas negativas y el menor
corresponde a las cepas positivas, por lo que, sumando los totales de cada porcentaje
obtencmos un gran total de 99.61%, a lo cual se le suma ¢l porecentaje correspondiente a la
cepa perdida. dando ct total final de 99.93%.

Tabla 3.1.2. CEPAS POSITIVAS A LT EXPRESADA EN PORCENTAJES

NEGATIVAS

SOSPECHOSAS

POSITIVAS

DESCARTADAS
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CANTIDAD DE CEPAS

Griifica 3.1.1. CEPAS RESULTANTES DE LA TECNICA DE

ELISA
250 - U —_ —e - e a— -
200
150 11— .
100 - . e e s k= o e e 1 e
50 4—
[+] > - L —_ | . LlsweTgowmsoey EE
NEGATIVAS SOSPECHOSAS POSITIVAS
TIPOS DE CEPAS
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positivas a la técnica de ELISA, es decir, a las que segin el
Inmunosorbente con Enzima Acoplada son microorganismo productores de Toxina
Termolabil LT,

lLos resultados se encuentran expresados en la tabla 3.1.3., donde se los tipos de
prucbas biogquimicas realizadas y los resultados obtenidos de cada una.

Tabla 3.1.3. RESULTADOS DE IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE LAS
CEPAS POSITIVAS ALT

28-5 - - - - + +
15-1 - N z R e +
25-3 - | - - Fa
25-1 BERES ) N T )
15-2 + + + - + + |
28-5 - +/- - -

15-1 - - Z -

25-3 - - - -

25-1 - - 1

15-2 - z T -

28-5 + [ . -

15-1 + | T4 -

25-3 4+ ! -

251 - B +
_s2 1t N hAN—
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Se leyeron los resultados bioquimicos obtenidos y mediante tablas establecidas, sc
obtuvicron los tipos de bacterias, tanto género como especie de cada una, al que pertenecen

las cepas.

Los resultados se desglosan en la tabla 3.1.4.. donde se puede ver que de {a cepa ”
nimero S de la muesira 28 de pechuga con verduras s¢ obtuvo Enrerobacter cloacae, asi
como de la cepa nimero | de la muestra 15 de jamoén con verduras.

De la cepa 3 de la muestra 25 de calabacitas con crema sc logré identificar a la

bacteria Proteus spp.

Por altimo de la cepa 1 de la muestra 25 de las mismas calabacitas con crema, asi
como de la cepa 2 de la muestra 15 de jamon con verduras, se aistd la bacteria Serratia

rubidea.

Tabla 3.1.4. TIPOS DE CEPAS OBTENIDAS DE LA IDENTIFICACION

BIOQUIMICA

Enterobacter
cloacac
Enterobacter
cloucae

Proteus spp
Serratia rubidea

Serratia rubidea

Carne

Carmne

Verdura

Verdura

Carne

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




61

CAPITULO 4. DISCUSION

Considerando que los alimentos son consumidos por nifios muy pequefios, se debe
tener en cuenta la higiene con que se preparan, los tratamicentos, sobre todo los térmicos a
los que son sometidos. vigilar que scan los adecuados y que las condiciones de
almacenamiento cumplan con lo necesario para evitar un posible desarrollo microbiano, ya
que se han reportado muchos casos de enfermedades diarrcicas que afectan
mayoritariamente a nitos. Por ¢jemplo Restaino (1980), quien fue el primero en reportar
un brote de Yersinia enterocolitica, dice que “Solo un brote causado por Yersinia
enterocolitica ha sido documentado, aunque las fuentes alimenticias estuvicron implicadas
con otros brotes, ocurrié una enfermedad en una escucla de nifios en el condado de Oneida,
Nueva York. La leche de chocolate estuvo determinada como el vector de transmision. El
scrotipo 0:8 fuc aislado de un cartén de leche sin abrir y de nifos hospitalizados.”>s La
Doctora Prado y colaboradores sefialan que *... los £, coli ocupan un lugar destacado entre
los agentes causales del sindrome diarreico agudo en niflos. Ademas se ha podido
comprobar que son los responsables de ta tlamada diarrea del turista... s

l.a recuperacidn de bacterias inhibidas de alimentos procesados es muy importante, se
recuperaron bacterias dafadas o comanmente reporntadas en la literatura como bacterias
alteradas. en alimentos procesados. Los trutamientos a los que son sometidos los
alimentos. tales como calor, frio, cambio de pH, acidez, presion. condiciones de oxigeno.
actividad de agua, etc., pueden crear condiciones de alteracion para las bacterias, que
pueden causarles dailo subletal. como lo afirma Restaino (1980), “*Muchos tratamientos
usados en cl procesamiento de alimentos ¥ combinaciones de tr i >s pueden induci
daito subletal a células o esporas...ss También se puede llegar a ocasionar la muerte del
microorganismo. como lo explica Kounev (1989) * Es bien sabido que las iemperaturas
pueden afectar a los microorganismos de diferentes formas, pero en algunas instancias
pucde destruir completamente a la bacteria™. El dafio sufrido por et microorganismo puede
ocasionar cambios o alteraciones en ¢l metabolismo cclular, o producir ruptura en ia
membrana celular,

Por lo tanto, para recuperar a los microorganismos se requirié det empleo de un medio
de cultivo en el cual se pudieran reparar del dailo sufrido. dicho medio empleado fue el
caldo BHI (Intusion Cerebro y Corazon), ya que con base al estudio de Restaino (1980). cs
un medio simple y no selectivo “Las condiciones o tratamientos especiales son, requeridos
para regresar a las células a su estado normal. Las células dafladas son capaces de reparar y
multiplicarse en un medio no selectivo.”>: El hecho de recuperar 2 un microorganismo que
sido inhibido de alguna forma, implica que tiene que ser reparado primeramente antes de
ser sometido @ un ambiente sclectivo. Nucvamente Restaino (1980) seiiala la importancia
de 0 “Muchos investigadores han enfatizando lo indispensable de 1a reparaciéon o
resucitacidon de células bacterianas dafiadas antes de que las células sean expuestas a
componentes  selectivos. Los microorganismos  dafados  subletalmente  poseen
caracteristicas de crecimiento alteradas.” ;s

También Allen ¥ colaboradores (1991) mencionan que “Los métodos de cultivo
estiandar para la deteccion de Salmonclla generalmente consisten de los siguicntes pasos:
preenriquecimiento por 24 horas: enriquecimiento selectivoe por 24 horas mbra en placa
sclectiva por 2438 horas:  »  confirmacion  bioguimica »  serologica de  colonias
sospechosas.” 32 En comparacién, se efectuaron enriquecimientos para activar a las
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bacterias alieradas antes de sembrar las muestras en agar McConkey, ¢l cual es selectivo. y
las condiciones de incubacion fucron por 24 horas a 37 °C. al igual que Alen y
colaboradores (1991). Daoyle y Hugahl (1983) emplearon dos métodos de recuperacion de
Y. emteracolitica , uno que es enriquecimiento en frio (4 °C por 14 o 21 dias) en solucién de
fosfato boferada (PBS) y otro mas ripido, el enriquecimienio selectivo en Caldo Rappaport
modificado (MRB) (a temperatura del cuarto por 2 dias) “‘..encontraron que cl
enriquecimiento en PBS seguido por el tratamiento con alcali diluido recuperé el mayor
mimero de organismos...”;s En contraste, se¢ opt6 por utilizar ¢l caldo BHI como un medio
de enriquecimiento, la temperatura empleada fue de 37 °C y se realizo el enriquecimicnto
en caldo BHI.

En cuanto a los microorganismos que no fueron alterados, pero que se encontraban en
los alimentos muestreados, ¢s decir, 1os microorganismos que crecicron en ¢l cultivo
realizado directamente en agar McConkcy no fueron analizados. Cabe mencionar que la
contaminacién de dichos alimentos pudo tener lugar después de la preparacion, lo que se
debid probablemente a una mala manipulacién del alimento por parte de las personas que lo
claboraron, como por las personas que lo muestrearon.

Haciendo una comg ion con la Norma Oficial Mexicana NOM-114-SSA1-1994,
Bicnes v servicios. Mdtodo para la determinacion de Sulmonella en alimentos: “Este
procedimiento puede aplicarse a agua potable, agua purificada, hielo y alimentos
procesados  térmi asi como a mucstras destinadas a cvaluar la eficiencia de
practicas sanitarias en la industria ali ia. Este pr dimi debe ] tonarse
cuando la densidad esperada es como minimo de una bacteria en 10 m) de producto liquido
o una bacteria por gramo de alimento s6lido.” Todas las muestras, incluyendo las cepas
descartadas quedaron dentro de esta norma puesto que la cantidad de alimento cn la
mayoria de ias muestras cra en promedio de 100g.

En contraste con la Norma Oficial Mexicana NOM-F-1989. Leche Pasteurizada que
cstablece que el limite maximo de Organismos coliformes es de 10, las cepas descartadas
no quedan dentro de esta norma.

Para la deteccion de la toxina LT producida por varias bacterias pertenecicntes a la
fumilia Enrerobacteriaceae, primero se determind romper a las células bacterianas
sometiéndolas a sonido. para asi poder liberar dicha toxina. Tomando como referencia a
Gougeon y colaboradores (1997) quicnes describen que las bacterias crecieron bajo
condiciones acrébicas por 18 horas a 37 °C en agar soya tripticasa. lL.os microorganismos
que crecicron se sonicaron ¢n un Sonicador Cell Disrupter por 10 minutos: la suspension
obtenida fue centrifugada por 30 minutos a 4 °C, y el sobrenadante fue filtrado a través de
un filtro Millipore..."11; se sembré en caldo BHI, como ya se menciond, con incubacion de
24 horas a 37 °C y cada una de las cepas obienidas se sonicaron. al igual que Gougeon y
colaboradores (1997). en un sonicador Ultrasénica Homogenizer de Cole Parmer
Instrument y posteriormente se centrifugaron. la separacion del sobrenadante se hizo por
decantacion. el cual fue recuperado en viales estériles porque aqui estaba presente la toxina
1.1, cabe senalar que tanto la sonicacion como la centrifugacion se hicieron en frio, para
evitar la posible pérdida de la toxina debido a quc es termolabil.

La presencia de la toxina LT se determind por medio la técnica de ELISA (Ensayo
Inmunosorbente Ligado a Enzimas) por ser la mas sencilly y ficil de aplicar en ct
Laboratorio. ademias de que varios autores manifiestan que no es complicada v tiene una
clevada sensibilidad. D aoust v Sewell (I988) dicen que “l.os métodos mmunologlco\

incluyendo ¢l anticuerpo fluor ser gia de enriquecimiento, pr di de
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ensayo  de  Eozima  inmunosorbente  directo e indirecto  (ELISA). han  figurado
prgdomin.mlcmcnlc en la bosqueda por las herromientas de diagnéstico sensible y
r.lpldu 27

ambién Noah y colaboradores hablan de como *...¢! desarrollo de anticuerpos
monoclonales ha hecho posible determinar la presencia de microorganismos en alimentos
con un ensayo inmunoenzimatico de enzima unida (ELISA) que puede detectar de 1o*-10°
células/ml de muestra con  pocos problemas de rcacthldnd cruzada. Porque el
procedimicnto de ELISA puede d a los microorg: de interés en cultivos
mezeludos, el ensayo €s mas rapido que otros métodos.”zq

Para su aplicacion la técnica de ELISA requiere de hacer por duplicado o triplicado
cuda una de las prucbas para verificar los resultados finales, por lo que se empleé un
segundo pocillo por cepa, cotlocando la misma cantidad de reactivos a cada uno.

Como ya se menciond anteriormente, cinco cepas resultaron positivas a la técnica de
ELISA y treinta cepas resultaron sospechosas a la misma téenica, por o que se sugiere
emplecar un sucro monoclonal para su estudio. pues aqui sélo se emple6 un suero policlonal.

En el resultado de la identificacion Bioquimica se obtuvieron las siguientes bacterias:
Emerobacier cloacae (dos cepas) Proteus spp. (una cepa) y Serratia rubidea (dos cepas).
las cepas de Enrerobacter v una cepa de Serratia rubidea fueron obtenidas de guisados
claborados a base de carne, las otras dos cepas restantes, fueron de guisados claborados a
base de verduras. Esto nos demuestra que no solo las bacterias mencionadas anteriormente
pueden producir toxina LT, sino que hay otros microorganismos pertenecientes a la misma
familia que también pueden producir dicha toxina. Gougeon y colaboradores (1997) dicen
que “Especies de Klebsiella oxytoca (2), Citrobacter freundii (2), Entcrobacter cloacae (1)
v Escherichia coli (1) aisladas de agua ambicntal fucron identificadas como cspecies
productoras de cnterotoxina termolabil LT por métodos inmunoldgicos vy reaccién en
cadena de la polimerasa.™s Es por esto que los microorganismos identificados
mencionados son impornantes porque pucden llegar a causar enfermedades diarreicas si se
Hegan a encontrar en los alimentos

I'or todo lo anterior se pucde cenfatizar la importancia de la recuperaciéon de
microorganismos alterados de alimentos proccsados. ya que dentro de éstos las bacterias
puceden encontrar condiciones 1 ias y sufi para volver a activarse después de
cicrto tiempo. incluso alpgunos autores afirman que algunas bacterias son resistentes a
condiciones estresantes severas * .un sobreviviente de la literatura indica que Shigellae no
es particularmente frigil ¥ que puede sobrevivir por varios dias bajo condiciones adversas™
Smith y Buchanan (1992),

También es importante la recuperacion de microorganismos a nivel industrial porque
podria ayudar a verificar gue los tratamientos a los que son sometidos los alimentos. son
efectivamente adecuados para la inhibicion de tas bacterias contenidas en ellos, ya que en
algunos estudios s¢ ha comprobado que las bacterias pueden volverse resistentes a ciertas
condiciones de alteracion, Mackey y Derrick (1986) en su estudio realizado reportaron que
“tna secuencia fisiologica del choque térmico es una resistencia clevada al cambio
subsecuente de calor...™y7  Esto padria ser Otil para verificar el transporte de los alimentos
antes de ser procesados. como por ciemplo en la pasteurizacion de la leche. Nucevamente
Muackey ¥ Derrick (1986) dicen que “Células expuestas a temperaturas elevadas por
periodos relativamente cortos pueden ser mas resistentes al calor™ss.
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CAPITULO 5. CONCLUSION

Se logré la recuperacién de microorganismos patégenos de la  familia
Enterobacteriaceac por medio del empleo de caldo BHE y agar BHI (Infusién
Cercbro-Corazén) después del tratamicnto térmico normal de coccion de los
alimentos. Esto indica que las bacterias pueden permanecer en un estado latente en
los alimentos, ¥ que al encontrar condiciones adecuadas, éstos pueden comenzar a
desarrollarse nuevamente después de reparar ¢l dafio hecho por el tratamicento
térmico principalmente.

Se determind la presencia de l1a toxina LT de las bacterias recuperadas, la cual fue
detectada por !a técnica de ELISA.

Sc identificaron bioquimicamente a las bacterias positivas en la téenica de ELISA.
obteniéndosc los siguientes Lcncros y especies: Enterobacter cloacae, Proteus spp.
y Serratia rubidea, las pucden liegar a ser importantes cuando se lleven
acabo dios epidemiolégicos.

Por los resultados encontrados, con respecto a la presencia de la toxina LT, ademas
de E. coli, existe la posibilidad que otras Enterobacterias productoras dce la toxina
puedan causar también enfermedad diarreica en los nifios que se encuentran en
estancias infantiles por ¢l consumo de alimentos contaminados.

Los alimentos dcben conservarse en condiciones apropiadas después de ser
preparados. y sobre todo st no van a consumirse inmediatamente.

El hecho de recuperar microorganismos estresados de alimentos procesados es
importante porque pucde indicar la efectividad del tratamiento al que ¢s sometido ¢t
alimento, ademas de que puede ser otil en la verificacion de las condiciones de
almacenamiento del mismo.

Se recomienda emplear antisueros monoclonales contra estos microorganismos para
establecer si las cepas encontradas como sospechosas producen toxina LT,

Se sugicre establecer ¢l cardcter patdgeno de estas toxinas realizando pruebas
bioldgicas o en cultivos de tejidos.
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IDENTIFICACION BIOQUIMICA

PRUEBAS DE FERMENTACION DE LOS HIDRATOS DE CARBONO

> PRINCIPIO

A
fer

Esta prucba nos ayuda a determinar la capacidad de un organismo a
(degradar) un hidrato de carbono especifico incarporado a un medio basico. produciendo

dcido, o dcido con gas visible.
Las formas de fermentacién son caracteristicas de bacterias que fermentan [a glucosa,

como todos los miembros de las Enterobacteriaceae, asi como de las que fermentan la
glucosa y la lactosa. como Escherichia coli. Klebsiella, grupos de Enterobacter 'y Yersinia

cmterocolitica. 3

> BASES BIOQUIMICAS

Los hidratos de carbono se clasifican como: 1) monosaciridos, aldchidos
polihidroxilicos o cctonas, 2) polisaciridos u oligosacdridos, productos de condensacién de
dos o mas monosacaridos (polimeros de los monosaciridos), o 3) alcoholes polihidricos y

ciclitoles (inositoles). prod de la red i6n de los monosacaridos. 3
Un monosacarido o T imple estia comp > gener por 1 a 6 carbonos:

eritrosa, un azicar con 4 carbonos (tetrosa), ribosa, xilosa y amabinosa, azicares con S
carbonos (pentosa). glucosa (dextrosa), fructosa (levulosa). galactosa y manosa. azucares
con 6 carbonos (hexosa).,

Los disacaridos son polisacaridos (oligosaciridos) compuestos por unidades de
monosacarido. Glucdsido es un termino general que designa a un disacérido. sin tener en
cuenta el azicar que contenga.

El trisacarido rafinosa esta compuesto por tres monosaciridos: glucosa. fructosa y
galactosa.

Los alcoholes que colectivamente reciben el nombre de *azicares™ son ¢l adonitol,
dulcitol, manitol y sorbitol; todos son alcoholes polihidricos producto de 1a reduccién de un
monosacarido. 3

Los polisacaridos. trisacaridos y di aridos son demasiado complejos para entrar en
una célula bacteriana, por lo quc primero son catabolizados ¢n monosacaridos menos
complegjos por enzimas cx lares (per ) de mancra que pueden penetrar en la
céluia.y
La fermentacion es un proceso metabolico de oxidacion-reduccion unaerabico en el
cual un sustrato orgdnico sirve como aceptor de hidrogeno tinal (aceptor de clectrones) en
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lugar de oxigeno. La fermentacion de los carbohidratos dan, por lo wnto, productos finales
reducidos como oxidudos.s

El tipo de productos finales producidos por la fermentacion de’ lo< hidratos de carbono
depende de varios factores. como:

@ Tipo de organismo que licva a cabo el proceso de fcrmcmnclén.
® Naturaicza del sustrato que debe ser fermentado.
= En ocasiones los factores ambicntales como temperatura y uctdez.

Los productos finales de la fermentacién de los hidratos de carbono y los alcoholes
denominados como “azicares™ son: gases hidrégeno y anhidrido carbénico; algunos pocos
acidos; algunos alcoholes y una cetona.s

Algunas bacterias pucden fermentar anaerdbicamente la glucosa, otras la oxidan y
otras |a mectabolizan por ambos métodos, mientras que otras no pueden utilizarla. Las
bacterias que fermentan un hidrato de carbono son por lo general anaerobios facultativos.;

I.os productos finales caracteristicos de 1o termentacion bacteriana son:

1. Acido lactico

2. Acido acético y férmico

3. Acido lactico y alcohol etilico (etanol)

4, Alcohol ctilico (etanol)

s. Acctilmetilcarbinol (acctoina) y CO2

6. Acido succinico o écido propiénico

7. CO: y acctona a alcohol isopropilico (isopropanol)
8. Acido butirico a alcoho! butilico (butanol)

El grupo coliforme puede dividirse en dos categorias: 1) las que producen diversos
productos dcidos mixwos. ¥ 2) las que producen butilenglicol como principal producto
final.s

Los microorganismos acido mixtos producen los siguientes productos: acidos
foérmico, acético, lictico y succinico; etanotl y CO: y Ha: : pero no butilenglicol. Ef alcohol
es formado por la termentacion alcohdlica: el acido lactico. el dcido acético y el CO2 son
tormados por la termentacion lactica.s

A-ORNITINA-ARGININA)

PRUEBA DE LA DECARBOXILASA (LISI
- PRINCIPIO

Maedir 1a capacidad enzimatica de un organismo de descarboxilar un amineoacido para
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Estas pruebas se emplean fundamentaimente para determinar grupos bacterianos entre
ias Enterobacteriaceae.  l.os aminodcidos descarboxilados son la lisina, la ornitina ¥y Ia
arginina.s

- BASES BIOQUIMICAS

La descarboxilacion es ¢l proceso por el cual las bacterias que poseen enzimas
descarboxilasas especificas son capaces de atacar a los aminoacidos en su grupo carboxilo
(-COOH). dando una amina o una diamina y anhidrido carbonico.

Las tres descarboxilasas importantes utilizadas para la identificacién bacteriana son la
lisina, la ornitina ¥ la arginina. Estas descarboxilasas son formadas por un organismo
solamente cultivadas ¢n un medio dcido en presencia de un sustrato especifico, y los
productos de la descarboxilacidon provocan una desviacidn del pH hacia la alcalinidad. La
descarboxilacion estd limitada a aquetlos aminoacidos que poscen por lo menos un grupo
quimicamente activo gue o sca una amina (-NH:) o un grupo carboxil(-COOID. v In
descomposicion de los aminoacidos se produce anaerébicamente.

El aminoacido L-lisina sufre la descarboxilacion para dar cadaverina (una diamina) y
anhidrido carbénico por accién dc la enzima especifica lisina-descarboxilasa. El
aminodcido L-ornitina es descarboxilado por la enzima omitina-descarboxilasa para dar la
diamina putrescina y anhidrido carbénico.

Se cultiva la bacteria estudiada en anacrobiosis recubriendo la superficie del medio
con parafina o vasclina. Con el sellado de los tubos. todo ¢l oxigeno no combinado c¢s
consumido por ¢! organismo durante la fase dec crecimicnto inicial y durante la
descarboxilacion ¢l pH del medio aumenta (hacia la alcalinidad) a medida que se produce
anhidrido carbonico. Como el pH puede ser controlado. es posible incorporar un indicador.
va sca parpura de bromocresol y/o rojo de cresol en ¢l medio.;

PRUEBA DEL ACIDO SULFHIDRICO
s PRINCIPIO

Decterminar si se ha liberado acido sulthidrico (SHa) por accion enzimatica de los
aminodcidos que contienen azufre, produciendo una reaccion visible de color negro.:
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- BASES BIOQUIMICAS

La protedlisis de las proteinas da aminodcidos individuales: algunas especies
bacterianas heterotroficas son capaces de liberar azufre enzimdticamente de los diferentes
aminodcidos que las conticnen. produciendo el gas dcido sulfhidrico. La peptona. la
cisteina. ia cistina y ¢l tiosulfato, son fuentes de azufre, pero las bacterias utilizan distintos
compucstos o aminoicidos que contiencn azufre para producir SH:. La enzima responsable
¢s la cisteinasa. LLos aminoacidos que conticnen azufre son: Cistina, Metionina, Cisteina.s

Un organismo que produce SHz cultivado en un medio orgianico como la peptona,
reduce ¢l azutre por hidrogenacién, produciendo el gas SHa. Como la reaccién sc lleva a
cabo en dos ciapas ¢s necesaria 1a presencia de dos indicadores: una sal Hlamada Citrato
férrico de amonio. ¥ una sustancia quimica: Tiosulfato de sodio: ¢l medio recomendado cs
¢! agar Hierro de Kliger (AHIK).3

En Ia primera ctapa la bacteria reaccions de manera reductiva con cl tiosulfato de
sodio, dando como resultado un sulfato y un sulfito. Para que la reduccion det tiosulfato se
Heve a cabo es necesaria la presencia de un medio acido, el cual lo proporcionan dos
hidratos de carbono: asi. se lleva a cabo un proceso de respiracién anaerdbica en et cual el
azufre acepta clectrones para la oxidacion de los sustratos organicos. El tiosulfato (82037
rcemplaza al sulfato como aceptor de clecrones y es una fuente de azufrc pama el
organismo. [l acido sulfhidrico es un gas incoloro, por lo que es necesario emplear un
segundo indicador para d su produccioén

En la segunda etapa ¢l SH: reacciona con una sal pesada, citrato férrico de amonio
para producir un precipitado negro insoluble llamado sulfuro ferroso.

PRUEBA DEL INDOL
- PRINCIPIO

Determinar la capacidad de un organismo de desdoblar el indol de la molécula
wriptoétano.,

-~ BASES BIOQUIMICAS

El wriptéfano es un aminodcido que puede ser oxidado por ciertas bacterias para
formar tres metabolitos indalicos principales: indol, escatol (metilindo!) ¢ indolacético
(IAA-indolacetato).  Diversas enzimas intracelulares que intervienen en este proceso
reciben ¢l nombre cotective de “triptofanasa™. lo quc indica un sistema completo de
cazimas s inculadas con e roanceion det indob:
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ER Y AGAR HIERRO TRIPLE

PRUEBAS CON AGAR HIERRO DE KLIG
AZUCAR .

» ~ PRINCIPIO"

Peterminar la capacidad ‘de un organismo de atacar un hidrato de carbono especifico
incarporado en-un medio de¢ crecimiento basico, con produccion o na de gases, junto con la
determinacion de posibie produccion de dcido sulfhidrico (SH>).3

- BASES BRIOQUIMICAS

£l agar hierro de Kliger (AHK) y el agar hierro triplemente azucarado (AHTA) son
medios diterenciales ¢n tubo que sirven a un doble fin: 1) determinacion de lax
fermentaciones de los hidratos de carbono. y 2) determinacién de la produccion de dcido
sulfhidrico. Un organismo puedc utilizar diversos sustratos incorporados en ¢l medios los
diferentes sustratos metabolizados son utilizados para ia direferenciacion entre varios
grupos, géneros o especies, sobre todo entre la familia Enterobacteriaceae.

En ¢! medio AHK, algunos organismos tienen la facultad de fermentar ambos hidratos
de carbono, otros fermentan solamente la glucosa: y otros no pueden fermentar ni glucosa
nil La fer i6n det hidrato de carbono puede producirse con produccién o no
de gases (COz + Ha).

La fermentacion se produce de forma aerébica en el pico de flauta ¥ anacrébica en la
capa inferior del cultivo. Las reacciones en AHK sc usan basicamente para ia
identificacion de miembros de las Enterobacteriaceae que son gramnegativos. catalasa
positivos ¥ que fermentan la glucosa on acido.

- FERME

TACION ALCALINA /ACIDA

E2sta se da después de las 18 a 26 h de incubacion. ¢s un pico de tlauta alcalino »
una capa protunda dcida. Esta reaccion se observa en los organismos capaces de
fermentar solo la glucosa; no son fermentadores de lactosa.

El pico de flauta es alcalino (rojo), lo que indica que sc ha producido Ia
degradacion aerdbica de la glucosa. Después de 1a incubacion. ta baja concentracion
de glucosa ha sido c© ida y el organi comienza a utilizar las peptonas que s
encuentran en el medio para obtener los nutrientes.  El catabolismo de la peptona
produce la liberacion de umoniuco (NHj3) dando un phl alcalino que es detectado por
¢l rojo de fenol.

En la capa profunda se observa un color amaritlo debido o 1 degrada
anaerobica de la glucosa. Aqui la glucosa también s degradada despuds Jde 184 2o h
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de incubacion: sin embargo. se forman productos terminales dcidos dando un pH
dcido (color amuarillo),

FERMENTACION ACIDA /ACIDA

Algunos organismos pueden fermentar la lactosa v la glucosa., dando una
reaccion en ¢l medio de un pico de flauta alcalino ¥ una capa profunda dcida, despuds
de 18 a 23 h de incubacidn. La lactosa se encuentra en concentracion ded 1%, dicz
veces mas que la glucosa,  Despuds de la incubacidn. la lactosa todavia no se ha
consumido y existe una condicion acida.

NO FERMENTACION ALCALINA / ALCAL
CAMBIO

NA: ALCALINA / SIN

Los bacilos no entdricos grampegativos son incapaces de fermentar la glucosa o
la lactosa. Estas bacterias se encuentran en el tracto intestinal junto con miembros de
las Emterobacteriaccae y es necesario identificarlas como no entéricas.  Dichos
bacilos recurren a4 la peptona que conticne ¢l medio de forma aerdbica o
anacrobicamente. dando dos posibles reacciones. Un organismo que da un pico de
flauta alcalino y una capa profunda alcalina (alcalina/alcalina), degrada la peptona
tanto aerébica como anaerébicamente. Una reaccion de pico de flauta alcalino y sin
cambio en la capa profunda (alcalina/sin cambio) es ¢l resultado de un organismo que
solo pucde catabolizar la peptona en condiciones acrabicas, por lo que solo el pico de
flauta muestra cambio de color a rojo.

En resumen se puede interpretar una reaccion en AHK de cuatro maneras:

Alcalina /dcida: Solamente es atacada la glucosa

Avida / acida: Son atacadis L glucosa s fa lactosa

Alcalina ralealina: No os atacada a glucosa ni da lactosa, se utilizan las peptonas
Alcalina / sin cambio: No son atacadas ni la glucosa ni fa lactosa, se utilizan las
peptonas

Los gases producidos son anhidrido carbonico ¢ hidrogeno.  La bacteria que
produce se denomina  acrogdnica. o que se manifiesta por ¢l desdoblamiento del
medio. una sola burbuja de pas. ¢l desplazamicento total del medio del fondo del tubo
dejando un drea clara. o una ligera muesca del medio en el costado det wwbo. la
produceion de gas se denomuna waraerogdnica.

Otra forma de diferenciacion es fa presencia de indice
en el medio: una sal, el citrabs 1@rrico deamaonio v tio sul

dores del dcido sulfhidrico

ato de sodio. El precipitado

negro del sulfuro ferroso indica la produccion de Sk pero se puede oculiar la

condicion acida en la capa superior ded medio, por lo tanto. si se produce SHa es que
~iete una condicion :

e ol e
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PRUERBA DEL MALONATO

- PRINCIPIO

Determinar la capacidad de un organismo de utilizar malonato de sodio como anica
fuenie de carbono, con la consiguiente alcalinidad.

MICAS

> BASES BIOQLU

El malonato es un inhibidor cnzimatico, inhibiendo a la enzima succinato-
deshidrogenasa por inhibicién competitiva.  Esta enzima transfiere ¢l hidrogeno a un
compuesto aceptor adecuado en la conversian del dcido succinico en dcido fumarico. Pero

esta reaccion puede ser inhibida por un compuesto orginico que estructuralmente es similar
El dcido malénico es analogo al dcido succinico y

al sustrato normal, ¢l dcido suceinico.
compite por su lugar cn la enzima.

El acido malénico se une a la cnzima. encerrando asi los sitios activos de manera que
la ecnzima no puede combinarse con su sustrato normal. ¢l 4acido succinico. Para Ia
activacion del sustrato es necesario un complejo cnzima-susuato. y si esta bloqueada la
activacion no puede formarse un nuevo producto (acido fumdrico). E! grado de inhibicién
esta en relacion inversa con la proporcion de concentracion del in dor con el sustrato.

Una acumulacion del &acido succinico debida a la inhibicion del! succinato-
deshidrogenasa  interrumpe el ciclo de Krebs, privando a algunos organismos de su fuente
de encergia. ¢ interfiere en el ciclo del dcido glioxilico, impidiendo la produccién de nuevos
intermediarios para Ia biosintesis de nuevos compuestos necesarios para el metabolismo.
El resultado es que un organismo es incapaz de crecer v reproducirse a menos que pucde
fermentar o utilizar ¢l malonato de sodio como su anica fuente de carbono.  Si dicha
reaccion es esencial para la actividad metabolica de una bacteria. entonces e! inhibidor

mafonato muestra una actividad antibacteriana.

INTERPRETACIO

{*rucby positiva: color azul claro a azul de Prusia intenso en todo el medio.
Prueby negativa: no se observa cambio de color (verde) o amaritlo (Onicamente

Ia
termentacion de fa glucosa).
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PRUEBA DEL ROJO DE METILO

-~ PRINCIMO

Comprobar la capacidad de un organismo de producir ¥ mantener eswabies los
productos terminales adcidos de la fermentacion de la g,lucuu. y vencer la capacidad
amortiguadora del sistema. Ademads, €s una prucba cualitativa de la produccion de dcido
(determinacion del ptl); algunos organismos producen mis dcidos que otros

- BASES BIOQUIMICAS

ta prucha <¢ basa en ¢l empleo de un indicador del pH, rojo de metilo. para
determinar {a concentracion  de iones  hidrogeno (piHl) presente cuando  un orzanismo
fermenta la glucosa. Todos los miembros de las Enerobacteriaceae son. por definicion,
fermentadores de la glucosa.  En el caldo Rojo de Metilo/Voges-Proskauer (RM/VI?),
después de 18 a 24 h de incubacion, la fermentacion resultante da productos secundarios
metabolicos dcidos. por lo tanto, inicialmente todos los entéricos darin una reaccion
positiva con el rajo de metilo. Sin embargo, después de mas tiempo de incubacion (de 2 a
5 dias), aquellos organismos que son rojo de metilo positivos contintian produciendo mas
acidos, ¥ dan como resultado un bajo pH terminal. venciendo al sistema amortiguador de
fosfato y manteniendo un medio dcido (phi: 4.2 © menos).

Los organismos rojo de metilo negativos contindan metabolizando los productos
iniciales de In  fermentacion  por  descarboxilacion.  produciendo  acetilmetitcarbinol
(acctoina) neutro. lo que da un elevado pH terminal que disminuye la acidez del medio.
elevando ¢t pH hacia la neutralidad (pH: 6 0 mas).

- INTERPRETACIONEN:

Prueba RM positiva: el cultivo ¢s la suficientemente acido comao para permitic que el
reactivo rojo de metito mantenga un definido color rajo (pH: 3.4) en la superticie del
medio

codor amarillo (pli: 0) en o saperticie del medie
s eodor anaranjado.  Continuar la incubacion hasta 23 dias ~ repetiy

peucha.
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PRULEBA DE LA MOTILIDAD

- PRINCIPIO

Determinar si un organismo es mavil o inmovil. Las bacterias tienen motitidad por
medio de sus flagelos, que se encuentran principalmente entre los bacilos (bacterias en
forma de bastoncitlos): sin embargo. algunas tormas de cocos son moviles. A veces las
bacterias con motilidad producen variantes no maviles que parccen ser estables y raramente
se revierten en formas moviles. Los organismos no méviles carecen de flagelos.

Directamente de .los tubos con caldo BHI. sc toma una gota con una asa estéril y se
coloca en un cubreobjetos, se fija estec a un portaohjeto con la ayuda de bolitas de plastilina,
colocadas una en cada esquina del cubrcobjetos. Se invierten el cubre v el portacbjetos
unidos, y sc observa al microscopio colocando un poco de aceite de inmersion en el
cubrcobjetos

Y d INTERPRETACIONES:

Al rucba sitiva (motilidad): los organismos mdéviles cruzan en wdo ¢l campo visual
del microscopio hasta que ya no se pucden observar.

B. Prueba negativa (sin_motilidad): los organismos no méviles no pueden ateavesar todo

el campo visual del microscopio. solo se mueven en un drea determinada y son
observables todo el tiempo.

PRUEBA DE REDUCCION DEL NITRATO
- PRINCIPIO

Determinar la capacidad  de un organismo de reducir el aitrato en nitrito o en
nitrogeno libre.
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- BASES BIOQUIMICAS

{.a reduccion del nitrato (NO3') en nitrito (NO27) ¥ en gas nitrégeno (N2) tiene lugar
generalmente en condiciones anaerabicas. en las cuales un organismo obtiene su oxigeno
del nitrato. El oxigeno sirve como un aceptor de hidrogeno. La mayoria de las bacterias
acrobicas son anaerobios facultativos v sélo pueden reducir el nitrato en ausencia de
oxigeno. En la reduccién del nitrato, los citocromos bacterianos transportan clectrones a
moléculas aceptoras cspecificas.

Las posibilidades del producio final de reduccion del nitrato son muchas: nitrito
(NO:32), amonfaco (NH3). nitrégeno molecular (N2), 6xido nitrico (NO). éxido nitroso (N20).
o hidroxilamina (R: NH: OH). El producto final de la reduccién que se forme depende de
la especic bacteriana. El mas comin es nitrégeno motecular por medio de la reduccién del
nitrito.

La reduccion del nitrato en gas nitrdgeno (N2) u oxido nitroso (N20) se denomina
desnitrificacion.  La reduccion sc¢ manifiesta por la presencia de un producto final
catabolico o la ausencia de nitrato en ¢l medio.

- INTERPRETACIONES

', Prucba positiva:

a) Color rosado a rojo intenso
b) Nitrato (NO3") reducido a nitrito
c) Prucba completa.

[F]

. Prueba negativa:

#)  No se ha desarrollado color

PRUEBA DE OXIDACION-FERMENTACION

- PRINCIPIO

Determinagr el metabolismo oxidativo o fermentativo de un hidrasto de carbone
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- BASES BIOOQUINMICAS

La utilizacian que una bacteria hace Jde los hidratos de carbono tiene lugar por alguno
de dos procesos. de furmentacion o de oxidacion. Algunas bacterias son capaces de
metabolizar un hidroto de carbono solo aerdbicamente. mientras que otras  lo hacen tanto
aerdbica como anacrébicamente.  Las bacterias que pueden crecer, metabolizarse v
reproducirse  en condiciones  acrobias  como  anaerabias  se  denominan  anacrobios
facultativos,

Por mudio del proceso de fermentacion un hidrato de carbono ¢s fermentado y
desdoblado en dos moldéculas triosa de carbono que asu vez son convertidas en ciento
namero de compuestos con 1. 2, 3 o 4 carbonos. Los productos finales de este proceso de
fermentacion varian en cada especie bacteriana.

La oxidacion de 1a glucosa es un proceso aerdbico y los oxidadores bacterianos de un
hidrato de carbono no son degradados ni desdoblados en dos moléculas triosa de carbono:
al contrario, ¢!l grupo aldehido es oxidado directamente en un grupo carboxilo formando
acido glucdnico que es oxidado o su vez en un acido 2- cetoglucdnico.

f.a diferencia principal entre el metabolismo fermentativo y el metabolismo oxidativo
de un hidrato de curbono depende de los requerimientos de oxigeno atmosiérico y de la
fosforilacion inicial. La fermentacion es un proceso acrébico que requicre la fosforilacion
inicial dc Ia blucosa prcvmmgnlc a su degradacién, mientras que la oxidacioén, en ausencia
de compuestos inorgdnicos como nitrato y sulfato, es un proceso estrictamente aerébico que
comprende la oxidacion directa de una molécula de glucosa no fosforilada (inicialmente).
La fermentacion produce una acidez mas clevada que el proceso oxidativo.

- INTERPRE

ACIONES:

Ademis de ta utilizacion de los hidritos de carbono, puede detectarse con un medio
OF la produccion de gases v la maotilidad. Re rar la producciéon de gas y/o dcido ¥ la
reaccion de motilidad de cada tubo utitizando Las siguicntes abreviaturas:

1. Reacciones con hidratos de carbono:

) Acido: A
by Actdo y pas: AG
(] Nin cambio o reaccion alcatina: SO o -

i

“) Fermentativa:
) Oxidativa: O
[&5) Nioxidatisa ni fermentiding, -
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REACCION DE LA UREASA
- PRINCIPIO

Determinar ta capacidad de un organismo de desdoblar fa urca. fiwmando dos
maoléculas de amoniaco por accion de la enzima urcasa.

~ BASES BIOQUIMICAS

El sustrato urea es una diamida del acido carbénico., a la que frecuentemente se
menciona como carbamida.  La hidrdlisis de la urea es cawlizada por una enzima
cspecifica, la urcasa, para dar dos moléculas de amoniaco. En solucion. la urea se
hidroliza. dando carbonato de amonio como producto final.

La urcasa es una importante enzima microbiana vinculada con la descompusicion de
los compuestos organicos. Las enzimas bacterianas se clasifican en constitutivas o
adaptivas. Una enzima adaptiva o inducida cs aquetla que es producida por una bacteria
solamente cuando se encuentra presente su sustrato especifico. La urcasa es considerada
una enzima constitutiva dado que es sintetizada por ciertas bacterias sin tener ¢n cuenta la
presencia o ausencia de su sustrato. la urca.

Existen dos grandes divisiones de las enzimas: 1) hidrolasas que estdn vinculadas con
1a hidrélisis (agregado de agua) de los ésteres, hidratos de carbono. proteinas y amidas. y 2)
las que ian relacionadas con diversas reacciones de oxidacion-reduccion. la ureasa se
clasifica como una amidasa, catalizando la hidrolisis de las amidas.

- MATERIAL Y METODOS:

tiste medio requiere de dos polvos, uno que es la base de agar urea y et otro que ¢s e
caldo urea. vy ambos se preparan por separado para despuds mezelurse.

A)  Base de agar urea:

1. Disolver 15 ¢ det polvo en 1000 mit de agua destilada,  Obtener la cantidad
descada para la cantidad Jde agua requerida por regla de tres,

2. Ajustar pH de 6.8

3 Disolver por ebullicion ¢l polvo en el matraz

4. Tapar con torunda y esterilizar en avtoclave a 121 C (15 by N 153 min.
3. Dejar entriar un poco
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B) Caldo urea:

1. Disolver 3.87 g en 100 mi de agua destilada sin calentar. Obtener la relacion
para la cantidad requerida por regla de tres.

2. Pasar a través de un filtro bacteriologico estéril (Seitz o de Bujin) ¥ dejarlo caer
en el matraz con fa base de agar urea.

3. Mezclar bien y distribuir en tubos. Taparios bicn.

e Dejar entriar los tubos en posicion inclinada.

S. Someter a prucha de esterilidad.

INTERPRETACIONES

Y

1. Reaccion_positiva: Color rojo Rosado intenso en todo el caldo

2. Reaccion negativa: No se produce cambio de color (amarillo anaranjado)
REACCION DE VOGES-PROSKAUER
- PRINCIPIO

Determinar la capacidad de algunos organismos de producir un producto final neutro.

el acetilmetilcarbinol (acetoina), a partir de [a fermentacion de ia glucosa.

- BASES BIOQUIMICAS

La reaceion de Voges-Proskauer (VP) se basa en la Jdeteccion del acetilmetilcarbinol
(acetoing). un producto final ncutro derivado del metabolismo de 1a glucosa.  Esta es
metabolizada en acido pirdvico. intermediario clave en la glucdlisis.  La produccion de
acetoina es uno de los ciclos para la degradacion de la glucosa en las bacterias.

Las Enterobacteriacesc se clasifican  caracteristicomente como  fermentadoras  de
acidos mixtos o del dcido formico. lo cual indica que sus productos terminales por Ia
fermentacion de la glucosa son acidos: acide formico. acido acdtico. dcido succeinico.
alcohol etilico. hidrogeno y anhidrido carbénico. 1) »:
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Acido Lactico
Oxalaccrato Acido succinico

Acido pirivico .
Acido érmico 2, CO:x

Acetilcoenzima Acido acético , Alcohol ctilico

Estos fermentsdores de dcidos mixtos pueden ser divididos a su vez en dos grupos: 1)
los que producen dcidos, pero no 2, 3- butanediol ( o 2, 3 — butilenglicol ) 2 ) los que
producen 2, 3- butanediol como principales productos terminales, la reaccion Voges—
Proskaucr sc basanen lad ion de la ac ina ( acetilmetilcarbinol de 2. 3- butancdiol.).

Esta produccion de 2, 3- butanediol provoca un aumento de la produccion de
anhidrido carbonico. con la acumulacién de acetoina y el 2, 3- butanediol esta determinado
por el volumen de hidrogeno disponible. ;5 o las diferencias de potencial oxidacion
reduccién. 14 )

v

INTERPRETACIONES

1. Reaccion VP positiva; Color rojo rosado en la superficie del medio (presencia
de acctoina)

2. Reaccion VP _negativa: Color amarillo en la superficie del :medio (¢ mismo
color del reactivo). Puede formarse un color cobrizo, pero aun asi la reaccion es
negativa (debido a la aceién de los reactivos al mezclarse).
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FUNDAMENTOS DE ESPECTROFOTOMETRIA

{.a espectrofotometria es ¢l conjunto de procedimientos que utilizin la luz para medir
concentraciones guimicas por medio del empleo de un c\‘pu.lroﬁm'mulru

El espectrofotémetro es el instrumento que sirve parit medir la intensidad de la luz o
de radiaciones infrarrojas o ultravioletas en las diversas zonas de su espectro.

L.a luz se clasifica en dos términos: particulas y andas. 1.as ondas de la luz constan de
campos cléctricos y magnéticos que oscilan en planos perpendiculares entre si.

Yy

v Campo magnético

Onda de luz polarizada en el plano

“omo se puede aprcciar en la figura anterior. ¢l campo cléctrico se encuentra en el
plano a3 3 ¢l campo magnético en el plano x= . A la distancia entre las crestas de dos ondas
se [e conoce como Longitud de onda ( A) y al nuamero de ascilaciones uomplLua de una
onda en un segundo se Ie decnomina Frecuencia. lLa unidad de frecuencin es el inverso de
los segundos v a una oscilacion por subundn tambicn se l¢ conoce comao Hernzio (Fi2). Una
frecuencia de 10 ©s7' es. por lo tanto 10°1Z. & | megaherizio (M z).

I.a relacion  entre la tru.uv.nu..\ s la longiwd de ond.: N
velocidad de la luz ( 22998 ~ 10 ° m/s en el vacio). En un medio distinto al vacio la
velocidad de ta luz es ¢/ donde i es el indice de refraceion de ese medio

Cuando una muestra absorbe luz. la potencia radiante del haz de luz disminuye. 1a
potencia radiante 2 es a energia por segundo y por unidad de area del haz de luz.as

IZn la siguiente figura se ilustra una experiencia espectrofotométrica rudimentaria. La
luz se hace pasar a través de un monocromador (prisma. red de difraccion o incluso un
tiltro para scleccionar una longitud de onda. La luz de una sola longitud de onda se llama
monocromatica, es decir, de *un color™. La luz monocromatica. con una potencia /* en una
muestra de longitud es 4. La potencia radiante del haz que emerge por el lado opuesto de la
muestra e« /°. Como Iy muestra puede haber absorbido algo de luz, entonees 70 f*

Por lo tanto: =

>
(

donde ¢ es la
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fFuente o]  Sclector de tongitud de Muestra o Detector
de luz onda (moncromadaor) de luz

-~

Diagrama esquemiitico de una medida espectrofotamdiricn
de haz simple

Donde T cs la Transmitancia, la cual se define como la fraccién de luz incidente que
pasa a través de la muestra. T puede valer de 0 a 1 y ¢l porcentaje de trunsmitancia puede
vartar entre 0 y 100%.

Otro valor importante en espectrofotometrin es la Absorbaacin, la cual también se
conoce como densidad éptica. Lo absorbancia es directamente proporcional a la
cancentracion ¢ de la especie que absorbe 1a luz en 13 muestra, se representa como sigue:

A =logio(2) = -logT
o)

Cuando no se absorbe luz P= Pa y A=0. Si se absorbe le 90% de luz. se trunsmite el
10% y P= Po/10. Este cociente vale A=1.
La Ley de Lambert Becer o ey de Beer cs ¢l fundamento de la especirofolometria.

A = €he

L.a absorbancia es adimensional, pero algunos cscriben “unidades de absorbancia™
después de la absorbancia.  La concentracion de la muestra viene dada- en unidades de
mol/l. (M). El paso optico # normalmente se expresa en contimetros. La cantidad € sc
llama absortividad molar y ticne unidades de M em v asi ¢l producto €bc es
adimensional. La absortividad es la caracteristica de una sustancia que nos dice cuanua fuz
absorbe a una longitud de onda determinada.gs

EL ESPECTROFOTOMETRO

Ll espectrofoltometro es e instrumento usado para medir o intensidad de [n cuy
reflejada o trunsmitida de un materialb.g.,

l.os  requisitos  minimos  para un espectrefotometro . va s¢ mencionaron
anteriormente. La luz procedente doe una fuente  continua g Voa través de un
monocromador que sclecciona  una banda estrecha de longitud de onda del haz incidente
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Esta luz “*monocromitica™ atraviesa una muestra de paso aptico A, » mide la potencia
radiante de la luz que emerge.as

Todas las medidas espectrotfotoméiricas se hacen de forma relutiva a un estandar. asi
que sc tiene una relacion cntre la luz transmitida o reflejada por la muastra con aquella que
proviene de la referencia o estandar.ao

Los cspectrofotémetros se pueden clasificar de acuerdo o varfos criterios diferentes.
Los instrumentos dc haz simple o doble constituyen un  criterio. También hay

] i ! ¢ dobl Esta clasificacion simplemente indica si el

instrumento uuhza uno o dos elementos de dispersién. Una clasificacion muy comin en los
espectrofotometros esti basada en el tipo de sistema de deteccion, visual o fotoeléetrico s,
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COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO U'l'lLlZAl)OS

1. CALDO Y AGAR BHI (INFUSION CEREBRO:CORAZON)

S o CANTIDAD

COMPONEN
Infusion de Cercbro de ternera 200 mlL.:
Infusion de corazon de res 250 mi”
Peptona de gelatina 100g
Cloruro de sodio . 50p
Fosfato disédico dodecahidratado 25g-
Glucosa 20g

AGAR FHERRO LISENA (LIA)

COMPONENTES CANTIDAD
IPeptona de gelatina 05g
Extracto de levadura 03g
Glucosa 0.l g
l.-lisina 10g
Citrato férrico-amonico 50.0 mg
Tiosulfato de sodio anhidro 4.0mg
Purpura de bromocresol 2.0mg

1.05 mg

Agar

S MEDIO SIM (PARA SULFURO. INDOL Y MOVILIDAILD)

COMPONENTES : C:\NTII)AI)
Lxtracto De carne 30g
30,0

Peptona
Hierro peptonizado
Tiosultato de sodio

02gp
0025 ¢
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1. AGAR CITRATO DE SIMMONS

COMPONENTE
Fosfato de amoni
Fosfato dipotisico
Cloruro de sodio
Citrato de sodio
Sulfato de magnesio
Azul de bromotimol
Agar

85

" CANTIDAD

1.0g
10
50
20g
020
0.80 g
150g
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! LA TECNICA DE ELISA

SOLUCIONES EMPLEADAS E

SA se debe wener

Para la claborucion de las soluciones a emplear en la técnica de B
en cuenta las siguiente cantidades:

31 Namero de placas a usar = A
31 Namero de pozos por placa = 8
2 Total de pozos=AxB=C

.

> PBS-Tween 0.05% (Solucién de lavado)

Volumen | = No. de pozos x Cantidad a agregar a cada uno (pl)
Volumen total = Volumen 1 x Namero de veces a lavar

~ leche deseremada en polvo Svelty at 3%
Volumen 2 = No. de pozos x Cantidad a agreegar a cada uno (u:1.)
Volumen total = 3 g de l.eche —ecveeeeem 100 mlL. de PBS
X

Volumen 2
X =3g x Volumen 2/ 100 mL.

~ Antisucro (1:1800)
Volumen 3 = No. de pozos x Cantidad a agregar a cada uno (ul)
Volumen total = ImL Antisucro --------1800 mL PBS

X ———==-= Volumen 3
X =1 ml x Volumen 3/ 1800 mL

~  Conjugado (1:1200) Proteina a preoxidada

Volumen 4 = No. de pozos x Cantidad a agregar a cada uno (pl)

--- 1200 ml PBS
-_Volumen 4
X = 1 mi. Conjugado x Volumen 4 / 1200 mi.

Volumen total = 1 ml. Conjugado -
x
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Medio de disolucion e la muestra (Bufler de carbonatos)
Vblumcn 5 = No. de pozos x Cantidad a agregar o cada uno (nl)
1 Bicarbonato de sodio (NaHCQO3):

Volumecen total I= Volumen S

Pesar 2.265 g de an-lC203 para preparar 50 mL de solucion

2.2;:5 e 50 mL H.O

Volumen total
X = 2.265 g x Volumen total / 50 ml.

i Carbonato de sodio (Na:CO;):
Volumen total 2 = Volumen 5
2

Pesar 0.91 g de NaxCOj para preparar 50 ml de solucion
091 g —- -——50 mL H20

X e —— Volumen total 2
X =0.91 g x Volumen total 2/ 50 mL

Sc decben lar ambas soluciones y ajustar ¢l pH hasta 9.6~

Perdxido de hidrégeno al 3%
Volumen 6 = No. de pozos x Cantidad a agregar a cada uno (ul.)
-100 mL P8BS

—=—ee—rem—— Volumen 6
X =3 mL x Volumen 6/ 100 mi.

3 mL de H20,

Acido sulfurico (H2S0s) 3M
Volumen 7 = No. de pozos x Cantidad a agregar a cada uno (1))

PM H250; = 98.08 g/mol

P Hzsos = 1.8 wml.

Pureza jasos =97.6% (nl/mlL)

Obtener por regla de tres la cantidad a pesar. disolver » ajustar ¢l pll de la solucion
a7.2
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Medio de disuluci(m del sustrato (Nu»I'O..)
\«olumsn 8 = No. de pozos X Cunud.ld a ubrcylr u ¢ada uno (ul.)
n Fosfato de sodio d|ba5|co (‘Nn~| 04).

l’c<dr 0.7296 &, de’ Nasl’04 pnru prepnrar "5 7 mL de solucion y obtener por
regla de tres la cantidad a pesu

= Acido citrico

Pesar O. 5106 g de éc|do citrico para prcpamr 243 mL de solucién v obtener
por regla de tres ln cantldad a pcsar.

Mezclar ambas soluclones y uJuswrvcl pHn 5.0 o

Solvente PI3S
Volumen 9 = No. de pozos x Cantidad a agrégar a cada uno (pl.)

Se emplean los s:gulents reacuvos ¥ se disuelven en agua destilada para prcparar 1
L. de solucién:

NaCl = 8g
RKaHPOs =121 g
KHLPOs=0.34 g

Se obtiene por regla de tres la cantidad a pesar de cada 'uno de los reactivos para
preparar ¢l Volumen 9.
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LASTA DE ABREVIATURAS

Ag
AMIe
B
BHI
°C

Lia
MDa
ml.
m/s
mol/i.
nL
mol/l. (M)
MR-VP
Na*
nm
NMEC
LT
L=l
1.1
PBS
PD§
pH
PM
RIA
SiM
ST

Antigeno

Monofosfato de adenosina ciclico

Actividad de agua

Infusién Cerebro-Corazén

Grados centigrados o Celsius

i6n Cloro

Toxina de célera coleragen (Choleragen)

Protémero A

Protémero B

Daltones

E. coli enterohemorrigica

E. coli enteroagregativa

Inmunocnsayos con enzima

E. coli enteroinvasiva

Ensayo Inmunosorbente con Enzima Ligada

Inmunoensayo con enzima multiplicada

E. coli cnteropatogénica

E. coli enterotoxigénica

Pcréxldc de Hidrogeno (al 3% es agua oxigenada y al 30% es Perhidrol)
>ensayo con Enz Heterogéneo

Inmunoelectroforesis

Kilodaltones

Lambda. Longitud de onda

Litros

Agar Hierro-Lisina

Megadaltones

Mililitros

Metros por segunda

Mol o moles por Litro

Microlitros

Mol por Litro o moles por Litro

Rojo de Metilo-Voges Proskauer

16n Sodio

Nanometro

E. coli nconatal meningitis

Termolabil

Toxina LT-1 Termolabil

Toxina LT-2 Termoldbil

Solucién Buffer de Fosfatos

p-divinilfluoreno

Potencial de Hidrdgeno

Peso molecular

Radioinmunocnsayo

Sulfuro Indo} Movilidad

Termocstable




LISTA DE SIGNIFICADO DE PALABRAS

Aerabio
Adenitis

Adhesion

Agar

Aglutinar

Albimina
Alergia

Aminoglucésido
Anacrobio
Anafilaxis

Anion
Antagonismo

Anticuerpo

Antigeno

Antisuero
Asma

Apical
Bacilo
Bacteria

Biotipo

u del Oxigeno del aire para subsistir.
n de una glindula o ganglio, especialmente de un panglio

Que pre:
infamac
linfitico.
Fendmeno de unidn de las superficies de cucrpos puestos en contacto:
se debe a a union de fuerzas intermoleculares.

Sustancia mucilaginosa, también llamada agar-agar que se extrac de
algunas alpas frecuentes en el Atlantico, Pacifico ¢ {ndico, se emplea
como mcdio de cuitivo en bacteriologia, en farmacia, ete.
Reunirse vy ligarse entre si frag »s. glébulos o corpi
o diversa naturaleza

Cada una de las proteinas solubles en agua, de peso molecular de entre
30.000 ¥ 100,000. Coagulan ficilmente ¥ s¢ cncuentran en todos los
seres vivos, el suero. la leche, etc.

Modificacion de la reactividad que experimenta un organismo por
previo contacto con una sustancia extrata llamada antigeno. Esta
modificacion puede ser beneficiosa (inmunidad) o nociva (anafilaxis).
Antibidtico  como  Estreptomicina. Centamicina, Tobramicina.
Netilmicina. Kanamina. Amikacina

Dicese del microorganismo capaz de desarrotlarse sin el Oxigeno del

de igual

n alérgica de tipo inmediato que aparece despuds de una previa
sensibilizacion.

lon con carga cléctrica negativa.

Relacion de interfecrencia entre dos especics. en la que una o ambas
resultan perjudiciales en su actividad o funciones vitales. Pucde
abarcar desde la creaciéon de un ambiente desfavorable para ciertas
especies. como resultado de la misma actividad vital, hasta la accion
directa sobre oim especie. que puede liegar a su etiminacion.

(Ac). Molécula de inmunoglobulina capaz de combinarse de forma
especitica con un antigeno conocido.

Término gencral para toda suslancia que, introducida en un cuerpo
animal provoca la formaciéon de anticuerpos.  Molécula ligada por
anticuerpos o lintocitos.

Sucro que contiene anticuerpos frente a un determinado antigeno.
Enfermedad que se caracteriza por atagues de disnea respiratoria. tos.
sibilancias . sensacion de constriccion  y contracciones involuntarias de
las bronquios.

De o del dpice, tremo superior o punta de alguna cosa.

Bacteria gue tiene forma de bastoncillo

Nombre comin de los organismos 0 seres unicelulares procaridticos
(sin nucleo diferenciado ni plastidios tipicos).  L.a bacteria representa
uno de los estadios mas primitivos de organizacion de los seres vivos,
del que derivan las demas formas.

Grupo de organismos de origen comin que ticnen jos mismos factores
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Bubdnica
Bubadn
Cefalosporing

Cepa

Citocromo
Citoplasma

Cloramfenicol

Colitis
Colon

Colonia
Covalente
Cromogeno

Cronico
Decantaciom

Descarboxilar
Diarrea

Disenteria

Electrotito
Electroforesis

Electrostatica

Endemia

Endémico
Endogena

hereditarios.

Proceso patologico que se caracteriza por presentar bubones
Tumetaccion de un ganglio linfitico. especialmente el de la ingle.
Antibiético como Cetamandol, Cefuroxima, Cefonicida. Cefuclor.
Cefalotina, Cefazolina, Cefradina, Cefapirina,

Conjunto de individuos cuyo genotipo presenta uno o mis caracteres
fijjos que los diferencian de los demas individuos de la poblacién a la
que pertenecen.

Proteina de  estructura similar o la hemoglobina, que realiza la
transterencia de electrones en la respiracién celular.

Parte del protoplasma de la célula que rodea al ndcleo

Antibidtico aislado de cultivos de Sirey vees lac u obtenido
por sintesis. Es eficaz contra gérmenes gramnegativos., grampositivos,
rickettsias y microbacicrias.

Inflamacion del colon. Se manifiesta por diarrea y dolor célico difuso.
Porcién del intestino grueso comprendido entre ¢l ciego y ¢l recto. Se
distinguen las siguientes partes: asccndcmc, transverso, descendente y
sigmoidco. Realiza funciones mecénicas y digestivas (absorcion de
agua y sales)

Agrupacion de células o de animales pequeiios y atin microseépicos que
viven reunidos.

Dicese del enlace quimico que tiene lugar entre dtomos que comparten
pares de electrones.

Dicese de las bacterias que producen
originar coloraciones

Aplica a las enfermedades o dolencias largas.

Accion v efecto de decantar.  Inclinar suavemente una vasija para
separar un liquido de su poso

Proceso por el que un compuesto organico pierde anhidrido carbénico
por la accion del cntor o de enzimas.

Transtorno  de  la tuncion del aparato  digestivo, consistente cn la
evacuacion abundante y repetida de excrementos liquidos o fluidos.
Enfermedad infecciosa caracterizada por la ulceracidn ¢ inflamacion del
tubo digestivo. sobre todo del colon, con frecuentes diarreas, dolorosas
v sungrantes.  Las formas mas tipicas de disenteria son la bacteriana o
bacilar ¥ la amebiana de los paises calidos.

C ompuesto quimico que. fundido o disuelto en ciertos disolventes, se
s0cia en iones. por lo que es conductor de la corriente eléetrica.
Fenomeno consisiente en ¢l movimiento de particulas coloidales o
macromoléculas por efecto de un campo eléetrico.

Parte del  clectromagnetismo  que  estudia  los campos  ¢léctricos
producidos por cargas ¢n reposo. tanto en ¢l vacio como en la materia
Su ley fundamental es 1a de Coulomb.

Enfermedad. generalmente infecciosa. caracteristica de un pais o region.
donde persiste de modo permancnte.

De Ia endemia.

4
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Entérica
Enterobacterias

Estérico

Enterocolitis ¢
Enzima

Epitctial

Espccic
Estrés

Eucariética

Exotoxinas

Facultativo
Fagacito

Flagelo
Fenotipico
Fenotipo

Fibrosis

Fiehie

Ficbre det heno

Del intestino.

Familia "de buacterins del orden eubacteriales, en tforma de bacilos
gramncgativos, capaces  de  fermentar  con  rapidez  la glucosa.
Generalmente son parisitos intestinales.

Dec los ésteres. Relativo al espacio. forma o geometria de dtomos, iones
o moléculas.

inflamacion del intestino delgado, el ciego y el colon,

Catalizador bioldgico de naturaleza proteinica. que se desnaturaliza con
el calor. Unos son proteinas simples, otros conjugadas. En este caso
pueden contener un grupo prostético (Coenzima), o bien uno proteinico
(Apoenzimas). Las reacciones quimicas que tienen lugar en el ser vivo
son catalizadas por enzimas en pequeila concentracion.

Referente al cpitelio. Capa celular que cubre la superficic externa ¢
interna del cuerpo. Sus células estan unidas por muy escasa cantidad de
sustancia intercelular ¥y no posec vasculacion. Tiene funcién de
revestimiento.

Unidad taxonémica fundamental en la clasificacion de los organismos.
Un conjunto de especics afines forma un género, a su vez, la especie se
subdivide en subespecies y variedades.

Estado general de tensién en que se halla un organismo amenazado de
ser alterado o perturbado en su equilibrio psiquico ¥ biolégico por la
accion de agentes o condiciones ambientales.

Eucarionte. Dicese de los organismos cuyas células poseen un nicleo
difercnciado del protoplasma.

Producidas fundamcmalmente por bacterias grampositivas  aunque
algunas gramnegativas también son capaces de claborarlas.  Son de
naturaleza proteica y termolabiles

De una facultad. Fucrza o resistencia.

Célula libre. ameboide. generalmente habitante de liquidos orgénicos
(Sangre), cuya mision consiste en fagocitar cuerpos peligrosos para el
organismo, bacterias o productos del organismo,

Filumento protoplasmatico que s¢ proyecta fuera de la célula a mancra
de un pequeno latigo.  Esta dotado de un movimicnto ondulante de
funcién locomotriz y al mismo tiempo de giro sobre si misma.
Perteneciente o relativo al fenotipo.

Aspecto fisico de un organismeo resultante de o interaccion entre su
constitucion gendtica (Genotipo) y el medio ambicoe.

Formacion patologica de tejido fibrosas.  Supone la sustitucion de
clementos  por tejido conjuntivo tibroso inerte. Si atfecta a drganos
vitales es grave.

Elevacion de la temperatura corporal o causa de una enfermedad. s
un sindrome complejo integrado por taquicardia. sopor sudoracion | ete.
y puede  ser producido por multitud  de  procesos:intecciones
transtornos metabdlicos o nerviosos. neoplasias, cte.

Estado alérgico propio de la primavera o ¢l verano » provocado por fa
inhalacion del polen de ciertas plantas. Se caracteriza por conjuntivitis,
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Fiebre Tifoidea
Fimbrias

Ganglio

Gastroenteritis
Géncro

Genotipo
Germen
Gilucolipido
Hemaglutinina

Hematie

Hemdlisis
Hemolitico
Hertz

Hibrido
Hidréfilo

Hidrofobo
Hidrod

Hidrolizar
Huésped
leon

Indo!

inmune
Inmunizacion
inmunoglobulinas
Intrincacion

in vitro

Constituye ¢l prototipo y la torma mas grave de las ficbres entéricas,
También llamadas pilis, son apéndices mis pequeios que se encuentran
en ia superficic de muchas bacterias prumnegativas.  Actualmente el
término fimbria sc utiliza para describir cualquier apéndice no flagelar
similar a un pelo.

Pequeic abultamicnto de forma y tamaiio variables, que aparece
gencraimente en grupo. ¢n el trayecto de los vasos linféaticos o de las
fibras nerviosas.

Inflamacion de la mucosa del estémugo y del intestino. Es causada por
productos téxicos, infecciones, etc. Se caracteriza por vomitos y diarrea.
Conjunto  de seres que  tienen  caracteres  comuncs. Categorin
taxonoémica intermedia entre la familia y la especie.

Material cromosdmico caracteristico de un organismo

Principio rudimental de un nucvo ser organico. Microorganismo.
Lipoide no fosforado.

Proteinas virales capaces de aglutinar eritrocitos de ciertas especies
animales. Pueden ser auto-, iso- y heteroglutinina, segin aglutine las
células de la sangre en que estan contenidas, las de los animales de la
misma especic o las  de  animales de especies  diferentes,
respectivamente.

Cada uno de los corpusculos o gidbulos rojos de ta sangre. Ticnen
forma redondeada y un diametro de 7.

Destruccion de los hematies con tiberacién de hemoglobina

Relativo a la hemélisis.

Hercio. Unidad de frecuencia. equivale a un ciclo, vibracion u
oscilacion por segundo.

Animal o vegetal que proviene del cruzamicnio entre individuos
gendlicamente distintos.

Que absorbe el agua con gran facilidad.

Que padece hidrotobia, Propicdad de las sustancias de repeler el agua,
Reaccion quimica que tiene por efecto ¢l desdoblamiento de una
molécula por accion del agua. Reaccion de algan compuesto con el
agua. aunque no se produzca doble descomposicion.

Someter a hidrélisis.

Organismo animal o vegetal a cuyas evpensas vive un parasito.

Ultima porcion del intestino delgado gque desemboca en el ciego.
(Cyl1;N) Benzopirril.  Sustancia orgidnica aromisitica formada por un
nicleo de benceno y uno pirrdlico.  Se usa en perfumeria y como
reactiveo quimico.

No atacable por ciertas enfermedades

Accion y etecto de inmunizar. Hacer inmune.

Son Anticuerpos, existen varios: 1gG. [gAL M, gl gD

Accion y etecto de intrincar. Enmarafar una cosa.

Aplica o los procesos biologicos  cuando se producen
eaperimentalmente, aislados det conjunto del organismo.

Dicese det compuesto ficil de transformar en otro mas estabie.
(Ciat12200) Azdcar de la leche constituida por una moldécula de
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Licuar
Linfatico

Lipopolisacirido

Lisis
Macrofago
Manosa
Mesentérica
Mesenterio

Micloma

Nitrocelulosa
Nucleotido
Nutricio
Nylon
Oportunista
Osmaosis
Osmatico
Paratifico
Paratitoidea
Pausteurizacion
Patogeno
Penicilina
Peprona

Peste
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galactosa unida a una de glucosa,  Se presenta como un polvo duro .
blanco, inodoro y de sabor muy dulce.

Pasar del estado gaseoso al liquido. Conventir algo en liguido.

Dicese del conjunto de vasos. capilares y ganglios que intervienen en la
circulaciéon de la linfa.

Son glucolipidos complejos compuestos por una porcidén  lipidica
llamada Lipido A. la regién del centro o core polisacdrido y cadenas
laterales O-especificas. que son regiones de estructura bioquimica
variable que confieren una entidad seroldgica Gnica a las especies de
bacterias gramnegativas.

Destruccion de las membranas celulares.

Célula del sistema reticuloendotelial que fagocita particulas grandes.
Isémero de 1a glucosa Col 120,

Pertenceciente o relativo al mesenterio.

Conjunto de replicgues del peritoneo que une la cavidad abdominal,

junto con sus vasos y nervios. al intestino delgado.

Neoplasia maligna de células plasmaticas de la médula ésca.-- Sus
manifestaciones  son  numerosas:  anemia.  insuficiencia - renal,
plasmocitos anormales en la sangre y médula, ctc.

Nitrato de cclulosa. Se obticne por accion del acido nitrico, madera o
paja.

Sustancia formada por dcido fosférico. d-ribosa ¥ una base (pirimidina
o purina).

Del lat. Nutritii djctivo nutritivo

Fibra textil sintética constituida por una amida polimerizada de cadena
larga obtenida a partir de grupos amidos. Es muy tenaz, clastica y
resistente a la abrusion.

Pertencciente o relativo al oportunismo. Actitud que consiste en
aprovechar al miaximo las circunstancias momentineas.

Paso de un liquido a1 través de una membrana semipermeable que separa
dos disoluciones de tinta concentracion: el flujo global tiende a
igualar ambas concentruciones.

Relativo a la 6smosis.

Pertencciente o relativo a la paratitfoidea.

Infeccion intestinal con sintomatologia de la ficbre titoidea. pero menos
grave

Accion y efecto de pasteurizar.  Eliminar las bacterias patogenas de la
leche. vino. cte.. mediante calor. sin alterar  su estructura  »
companentes.

Productor o causante de una enfenmedad o estado morboso.

Antibiatico  obtenido  de  varias  cuep detl hongo  Penicillitum.
Descubierto por Fleming en 1929,

Mescla de r\olnpupndn\ resultante de a hldrﬂh\!\ p\.plldlcu de da
albamina. de la cascina » de la fibrina por accion de la pepsina.
LEnfermedad infecciosa epidemicoendémica muy grave que afecta al
hombre ¥ a diversos animales. Se transmite por la picadura de pulgas
que han sido huéspedes de ratas infectadas o por transmision aérea.
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Pienso
Pili

Pirégeno
Poliestireno
Paolietileno
Polipropileno
Prostaglandina

Quistica
Radioisétopo
Reactividad

cruzada
Sacarosa

Salmoneclosis
Saproéfito

Septicemia

Serologia
Sindrome

Somiitico
Tampon

Translocacion

Taxonomia
Termolabil

Tetraciclina
Tifico

Tifoidea
Tifus

Cualquicr enfermedad que causa gran mortandad.

Racion de alimento seco que se distribuye al ganado.

Aqucllas fimbrias de tas bacterias gramnegativas cuya funcion
especifica es la de transferir DNA de una célula a otra durante cl
proceso de conjugacion (por cjemplo, pili sexuales).

Que produce fiebre.

Plastico obtenido por polimerizacién del estircno.

Ter plastico obtenido por p izacion del ctileno

Polimero del propileno.

Cada una de las sustancias aisladas de diversas estructuras orginicas.
cuyo csquclclo quimico lo constituye un anillo dc ciclopentano. Son
estimul lares, anticonceptivos, ctc.

Masa I|qu|da‘ cspesa. de color grisdceo, resultante de la digestion
gastrica dc los alimentos.

Tumoracién formada por una cavidad o vejiga rellena de sustancias
diversas, generalmente liquidas o semisélidas.

Is6topo radiactivo de un elemento quimico.

La degradacion de ta union  de un anticucrpo 2 una molécula no

marcada,

(Ci12H2:0,,) Glacido. Es el oligosacirido conocido como azicar de
cafla o d¢ remolach Sc en frutos, semillas, flores y raices
de pl Quimi esta formado por glucosa y fructosa.

Enfermedad infecciosa causada por bacterias del genero Salmonella.

Did de los or i quc obticnen materia organica en dilucion a
partir de los tejidos muertos o en descomposicién de plantas y animales.
Se aplica a cualquicr microbio que se desarrolla como comensal sobre
un ser vivo sin interferir sus funciones.

Infeccion general grave producida por la penetracion de gérmenes
patdgenos en la sangre.

Cicncia que trata del estudio de las reacciones inmunoldogicas del sucro.
Conjunto dc sintomas y signos que coexisten simultincamente y que
definen un proceso patoldgico.

Dicese de cualquier afeccion de base organica.

Disolucién tampén o amontiguadora. Dicese de Ia disolucioén cuyo pH
no varia sensiblemente por adicion de un acido o una base.
Reordenamiento  intercromosomico  consistente en el cambio - de
posicién de un cromosoma

Ciencia que estudia la clasificacion de los seres vivos.

Dicese de las sustancias activas que s¢ descomponen por accion ‘del
calor.

Antibidtico dc amplio espectro, obienido de ciertus  especies de
Streptomyces.

Dicese del sindrome de diversas enfermedades. constituido por
transtomos nerviosos y fiebre.

Decl tifus.

Denominaciéon dada a un grupo de enfermedades intecciosas causadas
por microorganismos del  genero Ricketrsia ¥y transmitida  por
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Tracto
Uremia
Vacuola
Valor D

Zoonosis

artrépodos. Cursan con ficbre, cefaleas y obnubilacion

Denominacién que se aplica a diversas estructuras anatomicas de
caracter cordonal o alargado.

Exceso de urea en la sangre. esp | por insufici ia renal.
Cavidad celular separada del resto del cnoplasma por una membrana.
Tiempo de reduccion decimal. Es el tiempo que se necesita para reducir
a una temperatura dada cl 90% de los microorganismos.

Cualquicra de las cnfermedades de los animales. que pueden ser
transmitidas al hombre (rabia, brucelosis, etc.).
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