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1. ABREVIATURAS

Ae6-R: pili recto de Aeromonas hydrophila
Ae6-W: pili ondulado de Aeromonas hydrophila
BDB: bisdizobencidina

BHI: infusion cerebro corazéon

° C: grado centigrado

CFG: cromatografia de filtracién por gel

cm: centimetros

GCH: hormona gonadotropina coriénica

hs: horas

HAL: inhibicion de la hemaglutinacién

KDa: Kilo Daltons

LU: unidad loop

MeOH: metanol

ng: microgramo

pl: microlitro

um: micrémetro

mg: miligramo

mL: mililitro

nm: nanémetro

NZW: Nueva Zelanda blanco

0/129: agente vibriostatico 2,4 diamino -6,7-di-isopropil pteridina
PBS: solucién buffer de sales de fosfatos

PSA: persulfato de amonio

rpm: revoluciones por minuto

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
TEMED: N,N,N'.N’,-tetrametiletilendiamino

UH: unidad hemolitica

Ve: volumen de elusién

Vo volumen vacio




2. INTRODUCCION

Las especies de Aeromonas son bacilos Gram negativos de vida libre que se
encuentran en agua dulce y en ocasiones en reptiles, anfibios, peces y el suelo o los
alimentos. Su presencia se relaciona con diarrea y a veces causan infecciones en
heridas expuestas a agua dulce o en personas inmunodeficientes y rara vez, otro tipo
de infecciones no intestinales.®

Aeromonas hydrophila es la especie mas importante que causa enfermedad en el
hombre. De las otras tres especies (A. salmonicida, A. sobria y A. caviae), Aeromonas
sobria en ocasiones causa enfermedad. A. hydrophila mide de 1 a 4 pm de longitud y
son moviles. La morfologia de sus colonias es semejante a la de los bacilos intestinales
Gram negativos y producen zonas grandes de hemdlisis en agar sangre. Cultivando
muestras de heces, prolifera con facilidad en los medios diferenciales usados para
cultivar bacilos intestinales Gram negativos y puede confundirse con éstos. Las
especies de Aeromonas se distinguen de las bacterias intestinales Gram negativas,
por la reaccion positiva a la oxidasa en las colonias obtenidas en placas de agar base
sangre. Las especies de Aeromonas se diferencian de los vibriones por la resistencia
que muestran al compuesto 0/129 y porque no proliferan en caldo de NaCl al 6%. Las
cepas de Aeromonas son susceptibles a tetraciclinas, amino glucésidos y
cefalosporinas.?®

El presente ensayo se propone como prueba tamiz para determinar la actividad de
hemolisina, de Aeromonas hydrophila en medios de cultivo.




3.MARCO TEORICO

3.1. GENERO Aeromonas

El género Aeromonas esta ubicado taxonémicamente en la familia Vibrionaceae, se
reconocen tres especies moviles que infectan al hombre: A. hydrophila, A. caviae y A.
sobria. Actualmente se propone que las Aeromonas deben pertenecer a una familia
independiente, la familia Aeromonadaceae, que cuenta con diversas especies y
caracteristicas genéticas y fenotipicas propias.2'®

E! género Aeromonas ha sido reportado en la literatura cientifica internacional como
agente causal de infecciones intestinales y extraintestinales, tanto en humanos como en
una gran variedad de vertebrados e invertebrados; siendo las especies A. hydrophila y
A. sobria las que se reportan con mayor frecuencia en muestras extraintestinales en las
infecciones por Aeromonas, ya que A. caviae con frecuencia es reportada como
enteropatogena asociada con gastroenteritis.

La gastroenteritis es la presentacion mas comun de infeccién en nifios y en adultos, la
cual es usualmente autolimitada. Estudios de laboratorio han demostrado la
patogenicidad de estas especies de Aeromonas, principalmente A. hydrophila y A.
sobria, productoras de toxinas extracelulares y enzimas durante su crecimiento,
factores virulentos potenciales.®

Las Aeromonas son bacilos cortos, los cuales miden 0.3-1.0 pm de diametro y 1.0-3.5
um de longitud, son Gram negativos; presentan un flagelo polar, los cultivos jovenes
pueden formar flagelos peritricos en medios sdélido, son anaerobios facultativos,
quimiorganotroficos, su metabolismo es de tipo respiratorio y fermentativo, la
temperatura optima de crecimiento es de 22° C a 28° C, catabolizan carbohidratos
como la D-glucosa con produccion de acido y gas; son oxidasa y catalasa positivas,
arginina hidrolasa positivos y ornitina descarboxilasa negativos, ureasa y fenilalanina
desaminasa negativas, gelatinasa y DNAsa son positivas. Reducen nitratos, fermentan
carbohidratos como maltosa, D-galactosa y trehalosa. Son resistentes al agente
vibriostatico 2,4-diamino-6,7-diisopropil-pteridina (0/129).

Las enfermedades causadas por Aeromonas sp. en el hombre, pueden dividirse en dos
grupos: a) infecciones localizadas (gastroenteritis) y b) infecciones invasivas
(bacteremia, ofitis, meningitis, pericarditis, endocarditis, septicemia e infecciones
urinarias y de heridas). Las diarreas provocadas por Aeromonas sp. son debidas
frecuentemente a cepas toxigénicas las cuales pueden ser investigadas por diferentes
pruebas in vitro (células adrenales Y-1 y celulas Vero) o in vivo (inoculacion
intragastrica en ratones lactantes y de ileon ligada de conejo o rata). El mecanismo por




el cual {os enteropatdgenos causan enfermedades diarreicas es por una adhesién al
epitelio intestinal, colonizacion y secrecion de toxinas.

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

3.2. Aeromonas hydrophila

Aeromonas hydrophila ha sido relacionada con un gran namero de condiciones clinicas
en hombres y otras especies de vertebrados. En contraste a la mayoria de las bacterias
Gram negativas , A. hydrophila libera muchas proteinas, algunas de las cuales han sido
implicadas como factores de virulencia, éstas incluyen las hemolisinas, proteasas,
fosfolipasas, aciltransferasas, leucocidinas, y enterotoxinas, A. hydrophila produce dos
hemolisinas , designadas como al a y B- hemolisinas (formalmente aerolisina o
proteina citotdxica) y una enterotoxina. Estas toxinas son se:Paradas y purificadas por
isoelectroenfoque y cromatografia de tamices moleculares.''*°

La naturaleza de sus efectos liticos sobre eritrocitos y efectos téxicos sobre el cultivo de
células de tejido difiere significativamente. La a-hemolisina es inactivada por agentes
reductores y activada por oxigeno, entretanto la B- hemolisina no se inactiva por
agentes reductores y es mas resistente q_§ue la a-hemolisina a enzimas proteoliticas
pero es inactivado por gangliésidos crudos.*®

Cuando separamos las dos hemolisinas, la enterotoxina da reaccion positiva en la
prueba de asa intestinal de conejo, la piel de conejo y la prueba de células adrenales
Y1, la sensibilidad de las células Y1 es baja comparada con la toxina del colera y la
toxina LT de E. coli. No se obtienen efectos citotoxicos en células Hela.

A. hydrophila (AeB) tiene dos clases morfologicamente diferentes de pilis. Uno de
apariencia rigida acanalado y recto con un didmetro de 9 nm (pili Ae6-R) y el otro,
flexible, ondulado y tiene una estructura helicoidal, con un diametro de 7 nm (pili Ae6-
W).

El pili Ae6- R consiste de una subunidad proteica con peso molecular de 18 kDa
estimado por SDS —PAGE y contiene 42-3% de aminoacidos hidrofébicos y un residuo
de cistelna. Los pilis son solubilizados a subunidades proteicas de 18 kDa por 2-
mercaptoetanol, ditrioteitol, acido clorhidrico, o calentamiento a 120° C por 5 minutos.




A. hydrophila Ae6 se adhiere fuertemente a intestino de conejo, asi como el intestino
del humano y aglutina eritrocitos.??

El anticuerpo anti-pili (fraccion Fab) no blogquea la adhesién. E! pili Ae6 purificado no se
adhiere al intestino a los eritrocitos. Sin embargo, el anti-pili Fab inhibe la formacién de
pelicula de los organismos cultivados en medio liquido y también inhibe la aglutinacion
con sales de sulfato de amonio. El pili Ae6-R probablemente juega un papel de auto
agregacion de los organismos.?

3.3. AEROLISINA

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

La aerolisina es una de un gran grupo de proteinas bacterianas que pueden atacar
celulas blanco por formacién de un canal en su membrana plasmatica. La toxina tiene
muchas propiedades en comun con las porinas de la membrana exterior de las
bacterias Gram-negativas, incluyendo una gran cantidad de estructura B, y una alta
proporcién de cadenas laterales de aminodcidos hidrofilicos y no hidrofébicos unidos en
estructura primaria. Esta también es oligomerizada para producir un estado de
insercién-competente.®®

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

La hemolisina cruda es inactivada por calentamiento a 56° C durante 10 minutos y es
insensible a la tripsina. Fue separada en dos componentes de baja actividad especifica
(puntos isoeléctricos de 5.5 y 4.3) por isoelectro enfoque.'

El producto purificado contiene actividad de fosfolipasa A y fosfolipasa C (las proteasas
no fueron medidas) y por esta razén los autores no involucran la actividad de
fosfolipasa en el mecanismo hemolitico. Esta aerolisina fue analizada de su contenido
de aminoacidos y tiene 8 residuos de histidina / mol. Tiene un peso molecular de




49,000 Daltons. Los eritrocitos de diferentes especies de animales difieren
grandemente en la sensibilidad a la accion litica de aerolisina, las membranas de los
eritrocitos se adhieren a la toxina, y la eficiencia de pegado esta en funcién de la
sensibilidad a la lisis. La adhesién es independiente de la temperatura, no es
dependiente de la presencia del acido sialico en la membrana y ésta disminuye con el
tratamiento previo con fosfolipasa C y proteasas.®'

La enterotoxina citotdxica causa acumulacién de liquido en intestino de ratones jovenes
yenel asaileal de conejoy produce efectos citotoxicos a células Vero.?
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Figura 1. Mecanismo de accion de la aerolisina.
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3.4. CROMATOGRAFIA DE FILTRACION POR GEL

Conocida también como cromatografia de exclusién por tamafios o cromatografia de
tamiz molecular. Las moléculas se separan de acuerdo con sus tamafios y formas. La
fase estacionaria esta constituida por granulos de un material esponjoso hidratado que
contiene poros que comprenden un intervalo de tamario reducido, de dimensiones
moleculares.*°

Si por una columna que contenga estos “tamices moleculares” se hace pasar una
disolucion acuosa que contenga molécula de varios tamarios, las moléculas que son
demasiado grandes para atravesar los poros quedaran excluidas del volumen de
disolvente contenido en el interior de los granulos del gel. Estas moléculas mas grandes
atravesaran, por lo tanto, la columna mas rapidamente, es decir, en un volumen de
eluyente menor que las moléculas que circulan a través de los poros.>®

La masa molecular de la molécula mas pequefa que penetra en los poros de un gel
determinado es el “limite de exclusién" del gel. Esta cantidad estd en funcién de la
forma molecular ya que las moléculas alargadas, como consecuencia de su radio de
hidratacién mayor, es menos probable que penetren homogéneamente en un poro de
gel, como lo harian las moléculas esféricas del mismo volumen molecular.*’

El volumen de elucion de un soluto determinado Ve, es el volumen de disolvente que se
necesita para eluir, el soluto desde la columna después que ha establecido su primer
contacto con gel. El volumen vacio de una columna se mide facilmente como volumen
de elucion de un soluto cuya masa molecular es mayor que el limite de exclusién de!
gel. El comportamiento de un soluto "x" sobre un gel especifico se caracteriza por la
relacion Ve/V,, que es el volumen de elucién relativo (es una cantidad independiente de
la columna particular que se emplea). Las moléculas con masas moleculares
comprendidas por debajo del limite de exclusidn de un gel se eluiran desde el gel en el
orden, de sus masas moleculares siendo las de mayor masa las que eluyen en primer
lugar. Los tamanos del poro en cualquier gel varian en un intervalo limitado de manera
que las moléculas mayoress disponen de un menor volumen en el interior del gel que tas
moléculas menores. Este efecto es la base de la cromatografia de filtracidon en gel. La
CFG se emplea para determinar masas moleculares ya que puede aplicarse a
muestras muy impuras (suponiendo que la molécula que interesa pueda identificarse) y,
a que puede efectuarse con rapidez empleando un equipo sencillo.*”*°

La filtracidn por gel se emplea con frecuencia para “desalar” una disolucién de proteina
(por ejemplo, una proteina precipitada por sulfato de amonio puede liberarse con
facilidad un volumen minimo de tampén adecuado) y aplicando esta disoluciéon a una
columna de gel con un limite de exclusién inferior al de la masa molecular de la
proteina. Por elusion de la columna con el tampén la proteina saldra antes de que el
sulfato de amonio a través de la columna.*’
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Figura 2. Cromatografia de filtracién por gel. (a) granulo del gel, (b)-(d) elucién

de la muestra y (e) diagrama de !a elusion, indicando la separacién de los
componentes.
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3.5. DIALISIS FALLA DE ORIGEN

La dialisis es un proceso que separa moléculas de acuerdo con su tamafo mediante el
empleo de membranas semipermeables que contienen poros de dimensiones inferiores
a las macromoleculares. Estos poros permiten que moléculas pequeiias tales como las
de los disolventes, sales y metabolitos pequefos, se difundan a través de la membrana
pero bloqueen el transito de moléculas mayores. La cefalona (acetato de celulosa) es el
material de didlisis que se emplea mas corrientemente, aunque se emplean de modo
semejante nitrocelulosa y colodion.®

La dialisis (a la que no se considera una forma de cromatografia), se emplea
rutinariamente para cambiar el disolvente en el que se encuentran disueltas las
macromoléculas. Una disolucién macromolecular se introduce en un saco de dialisis
(que se confecciona habituaimente anudando tubo de membrana para dialisis por
ambos extremos), que se sumerge en un volumen, relativamente grande, de disolvente
nuevo. Después de agitar la disolucidn interior durante varias horas, se alcanzara el
equilibrio entre ambas disoluciones pero las moléculas permaneceran en el interior del
saco de didlisis. El proceso puede repetirse varias veces a fin de sustituir
completamente un sistema disolvente por otro. La didlisis puede emplearse para
concentrar una disotucion macromolecular, empaquetando un saco de didlisis lleno en




un desecante polimérico tal como el polietiiénglicol HOCH2(CHz~0O-CH2 )nCHzOH que
no puede penetrar a través de la membrana. La concentracién se consugue porque el
agua se difunde a través de la membrana y es absorbida por el polimero.®
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Figura 3. Separacién de moléculas pequefias y grandes por dilisis.

3.6. DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE
LLOWRY

En 1912, Folin & Denis comprobaron que un reactivo de &cido fosfotingstico-
fosfomolibdico daba color azul con diversas sustancias poseedoras de un radical
fendlico.

El tratamiento previo de las proteinas con una solucién de cobre alcalina aumentaba la
sensibilidad de la reaccion del fenol de tres a quince veces. El color producido de esta
forma resulta de la reducciéon del acido fosfotingstico y del fosfomolibdico a azul de
tungsteno y azul de molibdeno efectuada por el complejo proteina-cobre y por el
triptéfano y la tirosina de las moléculas proteicas. Estas dos dltimas sustancias dan
también color en ausencia de Cu™, en tanto el resto de la proteina no da color sino
existen esos iones en el medio; aproximadamente el 75 % del color que se forma

depende de la presencia de Cu™.'?
TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




3.7. AGLUTINACION

La aglutinacién es el agrupamiento y sedimentacion del antigeno particulado luego de
su reaccion primaria con el anticuerpo. Fue observada por primera vez como una
reaccién bacteriana tras la incubacidon con suero de pacientes infectados. La
aglutinacién de los eritrocitos por incubaciéon con suero, condujo al descubrimiento de
los grupos sanguineos ABO. La aglutinacion ha sido usada ampliamente como prueba
de laboratorio por su facil realizacidon y versatilidad; sin embargo es sélo un
procedimiento semicuantitativo.?’

Los anticuerpos aglutinantes (aglutininas) pueden estar dirigidos contra antigenos
naturales de la superficie celular (aglutinacién activa o directa) o contra sustancias que
han sido aplicadas a Ia superficie de células o particulas inertes (aglutinacién pasiva o
indirecta)®.

Las reacciones de aglutinacién dependen de la formacion de puentes entre los
anticuerpos bivalentes (IgG) o multivalentes (IgM) y las particulas de antigeno con
multiples determinantes antigénicos. Las grandes particulas como eritrocitos y
bacterias, contienen muchos antigenos diferentes, como también antigenos que
aparecen cientos de veces en la superficie de la célula o particula. Es posible que las
moléculas de anticuerpo se fijen a mas de un sitio de una particula o bien a sitios
equivalentes de diferentes particulas, a esto se le denomina “unién cruzada". Los
antigenos con un sélo determinante antigénico no permitirian la unién cruzada y por lo
tanto no se aglutinarian. El anticuerpo puede fijarse a determinantes antigénicos de la
misma particula o de particulas diferentes, creando una red de elevado peso molecular
que se aglutina o cae de la suspension. Debido a su tamafo y multivalencia, se dice
que la IgM es 750 veces mas eficiente en la aglutinacion que la IgG. La efectividad de la
IgM en la aglutinacién es la razén por la cual las moléculas de IgM se denominan
“anticuerpos completos”. Las moléculas de 1gG, debido a que algunas veces no son
efectivas en las uniones cruzadas, se designan como “anticuerpos incompletos”. Entre
los factores que influyen sobre la reaccién de aglutinaciéon se encuentran: la carga de
las particulas, concentracién de electrdlitos y viscosidad, tipo de anticuerpo,
determinantes antigénicos, temperatura y tiempo de incubacién.

3.7.1 AGLUTINACION DIRECTA O ACTIVA

Puede ser cualitativa o cuantitativa. La reaccién cualitativa se efectua en portaobjetos o
en tubo, enfrentando un antisuero conocido a una suspension de antigeno desconocido.
Se usa para la identificacion de bacterias y la determinacién de grupos sanguineos, la
lectura de los resultados se hace a los 3-5 minutos. La reaccién cuantitativa permite
una estimacion aproximada de los anticuerpos presentes en el suero, mediante la
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determinacion del titulo de seroaglutinacion. Se realiza en una bateria de tubos, en los
que se colocan diluciones crecientes del suero problema y una cantidad constante de la
suspension antigénica. La maxima diluciéon del suero que muestra todavia aglutinacion
expresa el titulo del suero. Se usa para el diagnostico serologico de las infecciones por
Salmonella —reaccién de Widal- (fiebres tiroideas y paratiroideas), en cuyo caso se
pueden diferenciar los anticuerpos anti-O y anti-H de diferente significacion diagnostica,
y por Brucella —reaccion de Huddleson. En la aglutinacion cuantitativa se presenta con
frecuencia el fenébmeno de prozona, que consiste en que no aparece aglutinacion en los
tubos que contienen las concentraciones mayores de suero y sf en los siguientes. Se
debe a inhibicion de la reaccién en exceso de anticuerpo, favorecida por la presencia de
anticuerpos no aglutinantes.?’

3.7.2 AGLUTINACION INDIRECTA, PASIVA O CONDICIONADA

La reaccion de aglutinacion pasiva puede servir para el estudio de antigenos solubles y
de sus correspondientes anticuerpos, esta reacciéon se basa en que los antigenos
solubles pueden fijarse por diversos procedimientos sobre particulas inertes, tales como
hematies (de humanos, ovinos y de pavo), colesterol, bentonita (arcilla), latex (polimero
de poliestireno, 0.81 ym de diametro), polisacaridos y algunos antigenos proteicos
(albumina), y el derivado proteico purificado (DPP); estos transportadores sirven de
aglutinégeno, indicando la interaccion especifica de antigeno y anticuerpo; son
facilmente adsorbidos a la superficie de la particula. Estas particulas carecen de
caracter antigénico; ¢ si lo poseen (hematies), éste no desemperia ningin papel en la
reaccion. Con respecto a la aglutinacion directa, la aglutinacion pasiva es una técnica
mas delicada, es cuatro veces mas sensible que la aglutinacion directa y mucho mas
gue la precipitacidn, esto_es resultado del tamaio de las particulas antigénicas que
intervienen en la reaccion.?’%?

Otros antigenos requieren pretratamiento de particulas para su adsorcién. Métodos
especiales para unir quimicamente antigenos con células ;

= Por exposicion suave de los eritrocitos a la accion de tripsina, acido tanico u otros
agentes similares, aumenta la proporcién de uniones célula-antigeno.

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

Cuando se utilizan hematies como soporte, la reaccion se denomina hemaglutinacion
pasiva. Los hematies frescos marcados se conservan poco tiempo, pero este puede
prolongarse mediante la formalizacion de los eritrocitos.

Las reacciones de Coombs (prueba de antiglobuiina) son en esencia aglutinaciones
pasivas en las que el antigeno fue fijado por un método inmunolégico. Las reacciones
de aglutinacién pasiva se usan extensamente en el diagnoéstico de las enfermedades
infecciosas, por ejemplo, mediante microaglutinacion en portaobjetos con particulas de
colesterol sensibilizadas con cardiolipina se realiza e! diagndstico de la sifilis (técnica de
VDRL y Kline), para el diagndstico de poliartritis créonica (determinacién del factor
reumatoide o anticuerpo antiglobulina, utilizando particulas de latex sensibilizadas con
IgG humana) o el lupus eritematoso diseminado (determinacién_ de anticuerpos
anticuerpos antinucleares con latex sensibilizado con ADN-proteinas).?”

3.7.3 INHIBICION DE LA AGLUTINACION

La inhibicién de la hemaglutinacion pasiva por el antigeno soluble permite cuantificar los
antigenos. Se emplea principalmente para la dosificacién de hormonas plasmaticas o
urinarias, por ejemplo, la de la GCH urinaria en el diagnéstico de embarazo; se incuba
un antisuero estandar con la orina que se quiere dosificar, luego el antisuero se incuba
con eritrocitos o con particulas recubiertas de la orina de que se trate. No hay
aglutinacion cuando la prueba es positiva, es decir cuando la orina contiene la hormona.
En efecto, entonces la hormona presente en la orina neutralizé los anticuerpos
aglutinantes y de esta manera suprimié la aglutinacién, que suele observarse cuando
no se encuentra la hormona.*
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3.8. INMUNIZACION Y ADYUVANTES

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

La formacién de anticuerpos depende tanto de la respuesta del receptor, como de la

antigenicidad del material inoculado. Existen varios factores que aumentan la

antigenicidad como son:

a). La polaridad de los grupos determinantes.

b) La rigidez de estos grupos.

c) Alto peso molecular del material inoculado.

d) Capacidad del material inoculado para estimular la fagocitosis y la multiplicacion de
las células linfoides.

e) La accién de los adyuvantes.

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

La utilizacion de adyuvantes afecta en cierta medida el tipo de anticuerpos que se
obtienen en la respuesta inmune; cuando se inocula ovoalbumina en ausencia de
adyuvante, se obtienen anticuerpos en la fracciéon gamma 1 de las globulinas; pero si se
adicionan micobacterias, se obtienen principalmente anticuerpos de tipo gamma 2, que
en electroforesis presentan una velocidad de migracion anédica menor que las
globulinas gamma 1.184%

El animal mas usado en estudios inmunoldgicos es el conejo, debido a varias ventajas:

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

b) Produccién de niveles adecuados de anticuerpos.

c) Posibilidad de administrar dosis multiples de antigeno por via intravenosa, y de
sangrar varias veces al animal utilizando la vena marginal de la oreja.

En estudios inmunoldgicos el antigeno se administra siempre por via parenteral, ya sea
intravenosa, subcutanea, intradérmica, intramuscular o intraperitoneal, pero no se utiliza
la via oral nunca, pues la mayoria de los antigenos son hidrolizados por las enzimas del
tracto gastrointestinal, y pierden su antigenicidad. La velocidad de absorcion del
antigeno depende de la via de inoculacidn; si se utiliza la via intravenosa, intracardiaca
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o intraperitoneal, el antigeno se absorbe mas rapidamente que si se inocula por las vias
subcutanea, intradérmica o intramuscular.*®

3.9. ASA LIGADA DE CONEJO

Las enterotoxinas causan una alteracién de la actividad metabdlica de las células del
epitelio intestinal que provoca una liberacién de electrolitos y liquido en el lumen.
Actiian principalmente en el yeyuno y primera porciéon del ileon donde se produce la
mayor parte del transporte de liquido. Las heces de los pacientes con un proceso
diarreico causado por una enterotoxina que compromete al intestino delgado son
profusas y acuosas y los neutréfilos polimorfonucleares y la sangre son caracteristicas
prominentes.”

Es una prueba clasica para detecciéon de enterotoxina, para esta prueba se anestesia
un conejo y se extrae a través de una incision de la pared abdominal una seccién larga
del ileon. Con hilo para suturar se ligan diversos segmentos del ileon de unos 10 cm de
longitud, de modo que parezca una ristra de chorizos. Mediante una jeringa y aguja se
inyectan en el lumen de distintas secciones volimenes iguales de filtrado de cultivo en
estudio, un filtrado positivo conocido y un control negativo con solo el medio de cultivo.
El ileon es reintroducido en el abdomen del conejo y se cierra la incision.”

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

3.10. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

El término electroforesis se refiere al transporte de particulas a través de un solvente
por un campo eléctrico. Es un método de alto poder resolutivo que combina la
migracion de un campo eléctrico y el tamizado molecular a través de un gel de
corrida.?53?

Los geles de poliacrilamida resultan de la polimerizacién en largas cadenas de fa
acrilamida monomeérica (CHz=CH-CO-NH;) y de su entrecruzamiento por medio de la
N,N-metilenbisacrilamida (CH,=CH-CO-NH-CH,-NH-CO-CH=CH), llamada
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comunmente bisacrilamida. El poro del gel formado de?enderé de las concentraciones
relativas de ambos reactivos durante la polimerizacion.®

La polimerizacion de la acrilamida necesita de un iniciador del proceso. Los mas
cominmente usados son el persulfato de amonio y la riboflavina. Se afiade ademas
como acelerador, N,N,N’,N'-tetrametilendiamina (TEMED). En el sistema persuifato de
amonio-TEMED, este ultimo cataliza la formacion de radicales libres a partir del
persulfato, lo que inicia la polimerizacion, en este mecanismo interviene la base libre
TEMED, por lo que la acidificacién retarda la polimerizacion.

La electroforesis en gel de poliacrilamida puede desarrollarse usando sistemas buffer
continuos o discontinuos; en los primeros donde los iones que constituyen el buffer
durante todo el recorrido de la muestra (gel, reservorios) son los mismos y el pH es
constante, cuando se usan estos sistemas, las muestras a analizar se siembran
directamente en el gel de resolucion. En los sistemas discontinuos, el buffer de los
geles y el de los reservorios de los electrodos son diferentes. Normalmente el pH de
ambas soluciones buffer son también distintos. Las muestras a analizar se siembran en
un gel de poro grueso (gel de paso rapido, apilamiento o stacking) en buffer Tris-HCI,
pH 6.8, al que se ha hecho polimerizar sobre el gel de corrida (pH 8.8). El buffer del
recipiente que contiene el catodo es Tris-glicina pH 8.3. Esto permite que volimenes
apreciables de muestras diluidas de proteinas puedan ser analizadas, ya que al ser
sembrados en un gel de este tipo en el que los iones y el pH de los buffer son
diferentes, las moléculas se desplazaran a través del gel y se concentraran en una zona
estrecha, en el limite correspondiente al gel de corrida, previo a su separacién en éste.
La separacion esta influida por el pH delﬁel (s6lo en caso de electroforesis de proteinas
nativas) y por la concentracion del gel.?

Es importante destacar que la relacion entre el log 1o del peso molecular y la movilidad
relativa de las proteinas es lineal en un rango limitado de peso molecutar. Como regla
general para la SDS-PAGE la relacion se mantiene en los siguientes rangos 15%
acrilamida para 12-45 kDa; 10% acrilamida 15-70; 5% acrilamida, 60-200kD.*?
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

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

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

. Purificar parcialmente la toxina aerolisina, por medio de cromatografia de filtraciéon
por gel y dialisis.

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

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

. Cuantificar el titulo de hemaglutinacién de la aerolisina por medio de
microaglutinacién en placa.

. Cuantificar el titulo de hemagiutinacion del antisuero por medio de microaglutinacién
en placa.

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

4.2. HIPOTESIS

La deteccién de aerolisina producida por A. hydrophila y su cuantificacion medida por
inhibicién de la hemaglutinacién pasiva debera correlacionar con el ensayo bioldgico.
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5. DISENO DE INVESTIGACION

TIPO DE ESTUDIO
Prospectivo, descriptivo, transversal y observacional.

POBLACION

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

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

CRITERIOS DE INCLUSION

« Cultivo puro de Aeromonas hydrophila caracterizada previamente.
» De las fracciones de aerolisina parcialmente purificada tomar soélo los picos mas
altos de la determinacion de proteinas a 280 nm para continuar con la investigacién.

CRITERIOS DE EXCLUSION

* Se excluiran todos aquellos cultivos que no posean las caracteristicas fenotipicas y
la morfologia colonial y microscopica de Aeromonas hydrophila.

CRITERIOS DE ELIMINACION
¢ Toda cepa de Aeromonas hydrophila contaminada.

VARIABLES INDEPENDIENTES

Condiciones de incubacion de Aeromonas hydrophila para obtencion de aerolisina.
Purificacién parcial de toxina aerolisina.

Inmunizacién de conejo para obtencion de antisuero.

Eritrocitos de pollo y rata no deberan estar hemolisados.

Preparacion de soluciones.

Manejo de pipetas automaticas

VARIABLES DEPENDIENTES
* Elnumero de ensayos.
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6. MATERIAL

EQUIPO

MARCA

Agitador Vortex-Genie

Scientific Industries, NC.

Balanza analitica. max. 160g d=0.1g

Mettler HBO

Balanza granataria. Triple Beam Balance
capacidad hasta de 2610 g

caon

OHAUS

Camara para electroforesis

Owl Scientific Inc.

Centrifuga para tubos de ensayo

Solbat. Aparatos cientificos

Incubadora con agitacién y temperatura controladas

New-Brunswick scientific

Ultracentrifuga B-20A

Damon IEC division

Fuente de poder BRL

Life Technologies, Inc

Incubadora

RIOSSA

Incubadora con sistema de circulacion -253 Precision
Microscopio éptico Zeizzer

Placa de calentamiento y agitacion Nuova | Sybron Thermolyne
Carrusel recolector de fracciones Redirac mod. 2112 LKB Bromma

Plataforma de agitacion

Bellco Glass inc.

Espectrofotometros UV/VIS Lambda 1y 2

Perkin-Elmer

MATERIAL DE VIDRIO MARCA

Cajas Petri Pyrex & Kimax
Matraces Erlenmeyer de 500 mL Pyrex
Matraces volumétricos de 50, 100 y 1000 mL Pyrex
Pipetas graduadas de 1,5y 10 mL Pyrex
Porta objetos Corning
Tubos de ensayo de 12x75,13x100 y 18x150 mm Pyrex & Kimax
Vasos de precipitado de 20, 100, 250, 500 y 1000 mL Pyrex

MATERIAL DE PLASTICO MARCA

Camisas para centrifuga IEC B-20 A

Columna de cromatografia

Pharmacia Fine Chemical

Membrana de nitrocelulosa

Bio Rad

Placas de poliestireno y de polivinilo de alta adherencia
de 96 pocillos con fondo en U

Inter-Med Nunc y Corning

Puntas tipo Eppendorf para carga de muestras en geles

Sigma-Eppendorf

Puntas desechables de 200 yL y 1000 ulL para pipetas
automaticas

Sigma-Eppendorf

Tubos Eppendorf de 100 uL

Sigma-Eppendorf
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{ MATERIAL BIOLOGICO

|Aeromonas hydrophila_cepa origen previamente caracterizada

ANIMALES DE LABORATORIO Especie
Ratas Winstar
Conejos Nueva Zelanda - Blanco
Pollo Leghorn X Rode Island

MATERIAL ESTERIL MARCA
Filtros estériles de plastico Nalgene
Frascos de plastico estéril (para cultivo celular) Nunclon
de 30y 250 mL
Jeringas de plastico desechables de 1, 3y 10 mL Plastipack

Tubos de plastico estériles de 12x75 con tapon

Qfalcon.Becion Dickinson

de 40-200 pL y 200-1000 pL

MATERIAL ESPECIAL MARCA
Pipeta automatica tipo Eppendorf de 540 pL Finnpipette
Pipetas automaticas tipo Eppendorf Labsystems

Pipeta automatica tipo Eppendorf
de 50 pl. para 8 puntas

Costar

Cristales de 12x11 y 12x10 cm para electroforesns

OWL Scientifics, Inc.

Peine para geles de 12x3 cm

Bio Rad

Empacadores de teflon de 0.5 cm de ancho

Bio Rad

MATERIAL Y EQUIPO DE DISECCION

Hoja para bisturi estéril y desechable

Mango para bisturi No. 4

Pinza de diseccion de 14.5 cm

Tabla de diseccion

Tijeras de diseccién con punta roma

Tijeras porta aguja de 18

Pinza de diseccion con dientes de raton de 14 cm

cm Mayo-Hegar

AGUJA ATRAUMATICA % CIRCULO REDONDA- HILO

(CARACTERISTICAS)

TIPO

B-5 26 mm — Hilo seda american negra trenzada tratada
con silicén, estéril no absorbible calibre 00 75 cm

Seda American

T-5 - Hilo quirurgico estéril cromico calibre 00 67 cm

CatGut Davis & Geck

3/8 19 mm - Hilo monofilamento azul 3-0 nylon estéril no
absorbible calibre 00 45 cm

Atramat
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REACTIVOS

MARCA

Aceite Mineral

Sigma

cido acético CH;COOH

Baker Analyzed Reactivo

Acido bérico H1BO3

Técnica Quimica S.A.

Acido citrico H3CeHs07 *HO

J.T. Baker Analyzed

Acido clorhidrico  HCI EM Science
Acrilamida CiHsNO Sigma
Arlacel A detergente Sigma

Azida de sodio bis NaN3

J.T. Baker Analyzed

Azul de bromofenol CigH10BrsOsS

Merck

Azul de Coomassie

Sigma

Bisacrilamida C7H10N202

Sigma

Borato de sodio Na;B407.10H,0

J.T. Baker Analyzed

BSA Albdmina Bovina, Fraction V

J.T. Baker Analyzed

Carbonato de sodio Na>COs;

J.T. Baker Analyzed

Citrato de sodio NazCgHs07. 2H.0

Técnica Quimica S.A.

Cloruro de bario BaCl,.2H,0

J.T. Baker Analyzed

Cloruro de cromo CrCl

Mallinkrodt

Cloruro de potasio  KCl

Técnica Quimica S.A.

Cloruro de sodio NaCl

Técnica Quimica S.A.

Dextrosa CsH 1205 J.T. Baker Analyzed
Dodecilsulfato de sodio (SDS) C12H2S0O4SNa Sigma
EDTA C1oH14NzNazoa .2H20 J.T. Baker

Formaldehido solucién al 37% HCHO

J.T. Baker ACS

Fosfato de sodio dibasico Na;HPQ4.12H,0

J.T. Baker Analyzed

Fosfato de sodio monobasico Na;HPO4.H20

J.T. Baker Analyzed

Gelatina U.S.P.

J.T. Baker Analyzed

Glicerol 100 % CaHs(OH)a

Baker Analyzed Reactivo

Glicina CoHsNO,

Sigma

Hidrosulfito de sodio

Laboratorios Beli S.A

Hidréxido de sodio  NaOH

Merck

Inhibitor Protease cocktail Sigma
2-R-mercaptoetanol C,HsOS Sigma
Metanol CH;0OH Merck
N.N,N' N'-tetramethyl-1,4-phenylendiamina CigH1sN2 Merck
Persulfato de amonio (NH4)2S.08 Sigma
Sephadex G50-100 Sigma
Sulfato de amonio  (NH4),S04 Merck
Sulfato de cobre CuS04 J.T. Baker Analyzed

Tartrato de sodio y potasio C4sHisKNaQg*4H>0

Merck

TEMED CeH1sN2

Sigma

Tris-hidroximetil-amino-metano (HOCH,;) CNH,

Sigma grado reactivo
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7. METODOS

;I Obtencién de toxina extracelular I

"aerolisina”

Purificaciéon parcial de la aerolisina por dialisis
y cromatografia en gel de Sephadex G50-100

Cultivo en caldo
BH! de Aeromonas

hydrophila

Cuantificacién de actividad hemolitica por
microhemaglutinacién de la aerolisina

Obtencién

de anticuerpos e
conejo inmunizad
con aerolisina

Cuantificacion de
proteinas totales por el
método de Lowry

medido por micro-

Titulo del antisuero
hemaglutinacién u

método de “asa ligada de conejo”

Cuantificacion de enterotoxina por n
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7.1.

7.2

1.

7.3.

1.

CULTIVO DE Aeromonas hydrophila EN CALDO BHI PARA
OBTENCION DE LA AEROLISINA

. Sembrar tres placas para crecimiento masivo de Aeromonas hydrophila en agar

BHI; incubando a 35° C durante 24 horas.

Cosechar el cultivo masivo de las placas de agar BHI e inocular con ésta 3
matraces Erlenmeyer de 500 mL con 200 mL de caldo BHI cada uno. incubar a
22° C con agitacion de 150 rpm durante 19 horas.

Separar el sobrenadante de la biomasa del cultivo de caldo BHI, centrifugando
a 10,000 rpm durante 30 minutos. Adicionar sulfato de amonio (NH4),S0, al
sobrenadante (336 g /600 mL) dejar toda la noche en refrigeracién.

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

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

Purificar la aerolisina obtenida, pasandola por didlisis o bien por cromatografia
en gel de Sephadex G50-100.

PURIFICACION PARCIAL DE LA AEROLISINA POR
CROMATOGRAFIA DE FILTRACION POR GEL.

l.a muestra se aplica a una columna de Sephadex G50-100, previamente
calibrada. Colectar fracciones de 2 mL de todo e! volumen que se desplace en
la columna.

Medir actividad bioldgica (cuantificacion del titulo de lisis por
microhemaglutinacion) de las fracciones colectadas que dieran mayor
absorcién a 280 nm.

DIALISIS PARA ELIMINAR EL SULFATO DE AMONIO.

Hacer una dialisis en PBS a la aerolisina obtenida, , colocando la disolucién en
un saco de membrana para dialisis. Sumergir el saco de didlisis en un volumen
de 500 mL aproximadamente de solucion buffer de sales de fosfato (PBS), y
dejar reposar toda la noche en refrigeracion.
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7.4.

7.5.

. Sacar el saco de didlisis que contiene a la aerolisina parciaimente purificada y

guardar en un frasco ambar perfectamente etiquetada. Cuantificar proteinas por
el método de Lowry a esta aerolisina parcialmente purificada para conocer su
concentracion.

DETERMINACION DE HEMAGLUTINACION DE LA
AEROLISINA.

Colocar 50 pL de amortiguador (Tris —gelatina-cloruro ce sodio) en cada uno de
los pozos de la placa de micro titulacion.

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

Agregar 50 pL de una suspension de glébulos rojos de rata en amortiguador
(Tris —gelatina-cloruro de sodio) ajustados a 0.8 de densidad dptica, a todos los
pozos incluyendo los testigos que son los pozos No. 12 de cada fila.

incubar a 35° C por 30 minutos y leer el titulo de aglutinacion, reportar el titulo de
lisis como la inversa de la dilucion.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NEUTRALIZANTE DEL
SUERO ANTI AEROLISINA.

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

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

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

4. Adicionar 50 plL de una suspensiéon de glébulos rojos de rata en
amortiguador (Tris —gelatina-cloruro de sodio) ajustados a 0.8 de densidad
optica a todos los pozos de las filas.

5. Incubar a 35° C por 30 minutos y leer el titulo de aglutinacion, reportando el
titulo como la inversa de la dilucion.
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7.6. DETERMINACION DE LA INHIBICION DE HEMAGLUTINACION.

1.

2.

3.

4,

7.7.

Colocar 50 plL de solucion PBS en cada pozo de la microplaca de
aglutinacioén.

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

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

Incubar a 35 © C durante 60 minutos. Refrigerar toda la noche y leer el titulo
de inhibicion.

CUANTIFICACION DE ENTEROTOXINA POR METODO DE ASA
LIGADA DE CONEJO.

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

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

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

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

Sacrificar el conejo después de 16-18 horas aplicando una sobredosis de
anestésico (2 mL/2.5 Kg de peso). Proceder a retirar todos los puntos de
sutura, extraer el intestino delgado y localizar las asas ligadas.

Medir e! volumen del liquido acumulado; una acumulaciéon de 0.5 mb/cm o
mas se reporta como prueba positiva, un fluido sanguinolento indica probable
destruccién de la mucosa.
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8. RESULTADOS

Tabla 1. Medicion de la absorbancia a 280 nm de las fracciones colectadas de la
?groiﬁcacién de aerolisina por medio de cromatografia en columna con Sephadex G50-
No.de |ABSORBANCIA| No.de |ABSORBANCIA No.de |ABSORBANCIA
FRACCION| A 280nm FRACCION| A 280 nm FRACCION| A 280nm
1 0.100 19 3.117 37 0.002
2 1.542 20 1.738 38 0.001
3 0.581 21 0.470 39 0.005
4 0.315 22 0.298 40 0.008
5 0.481 23 0.162 41 0.001
6 0.613 24 0.102 42 0.003
7 1.187 25 0.067 43 0.006
8 2.335 26 0.046 44 0.006
9 3.616 27 0.029 45 0.004
10 3.462 28 0.021 46 0.005
11 1.058 29 0.016 47 0.006
12 3.768 30 0.011 48 0.003
13 3.623 31 0.011 49 0.005
14 3.697 32 0.012 50 0.000
15 3.316 33 0.003 51 0.008
16 3.322 34 0.006 52 0.009
17 3.505 35 0.001 53 0.009
18 3.289 36 0.002 54 0.005
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Gréfica 1. Absorbancia a 280 nm de las diferentes fracciones de aerolisina purificada por
columna de cromatografia de columna de Sephadex G50-100.
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éréﬁ;:a 2. Actividad hemolitica (titulo de hemdlisis) de la aerolisina de las diferentes fracciones
colectadas de la purificacién por cromatografia de columna con Sephadex G50-100.
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Tabla 2. Actividad hemolitica (titulo de hemolisis) de la aerolisina de las diferentes
fracciones colectadas de la purificacion por cromatografia de columna con Sephadex

G50-100.
No. de Titulo de No. de Titulo de No. de Titulo de
fraccién hemolisis fraccion hemodlisis fraccion hemalisis
1 0 19 8 37 8
-2 8 20 8 38 8
3 16 21 8 39 8
4 32 22 8 40 8
5 ) 23 8 )
5 7 24 ) )
7 B 25 B )
T8 0 %6 B0 8
9 0 27 -8 8
10 0 28 8
11 16 29 8
12 16 30 4
13 16 31 4
‘14 16 32 4
15 16 33 ]
16 32 34 3
17 32 S LN el A ; 4
18 8 ~3 | . 8 54 7]
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» Titulo de hemdlisis de la aerolisina obtenida del sequndo cultivo purificada por
didlisis. Prueba por duplicado

Filas A-B Titulo2UH =8

lisis total = pozos 1-3 lisis parcial = pozo 4 testigos negativos = pozos

10-12 de las filas A-B

9 10 11 12

I OmMmOO @ >

THSIS CON
| FALLA DE ORIGEN

Figura 4. Titulo de hemdlisis de la aerolisina obtenida del tercer cultivo

> Titulo de hemdlisis de la aerolisina obtenida del tercer cultivo purificada por
dialisis.
Filas E-F Titulo 1TUH = 2

lisis total = pozo 1 lisis parcial = pozos 2- 4 testigos negativos = pozos

10-12 defafilaF

Se cuantificd el contenido proteico de la aerolisina parcialmente purificada, bien sea,
por cromatografia en gel de Sephadex o por didlisis; por el método de Lowry. Se
eligieron las fracciones 11, 14 y 16 debido a que la aerolisina esta presente en dichas
fracriones como se observa en ambas graficas y la actividad litica de la fraccién 11

(titulo de 16) es diferente con respecto a las fracciones 14 y 16, teniendo estas dos
ultimas el mismo titulo de lisis.
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Tabla 3. Concentracién de proteina (aerolisina) medida por el método de Lowry en los

dos cultivos.

i (ng / mL) de
Cultivo | No. de fraccién
proteina
11 638.25
| 14 999.99
16 610.50
i Alicuota 1,626.37

> Titulo del antisuero. (por neutralizacién)

Filas A-B

lisis total = pozos 1-4

Antisuero concentrado y Antigeno (1:8)

Titulo = 32

que era reproducible.

lisis parcial = pozos 5-8

testigos negativos = pozos 9-
12delafilaB

prueba sencilla, se repitio y se observd

IOCTMTmMOOwW>»

D) SR O

1] N ] (O )

Figura 8. Titulo del antisuero.

TESIS CON.
FALLA DE ORIGEN
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v

Inhibicion de la hemaglutinacién.

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

Filas Ay B Titulo=8
antisuero (1:4) y Antigeno concentrado. Prueba por duplicado.

testigos = pozo 12 delaflaAyB

inhibicion de la hemaglutinacién.

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

Filas D Titulo=4
antisuero (1:32) y Antigeno concentrado. Prueba sencilla.

testigos = pozo 12 delafilaD
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Figura 6. Inhibicién de hemaglutinacion
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FALLA DE ORIGEN
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Figura 7. Muestra una asa ligado del ileon de conejo inmediatamente después de ser inoculado

Figura 8. Muestra los diferentes segmentos del ileon de conejo ligado después de 18 horas de
haber sido inoculado.
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Figura 9. Liquido acumulado extraido de las asas de ileon ligado de conejo después de 18
horas de inoculado. con aerolisina a la izquierda, solucion PBS en el centroy

aerolisina con antisuero a la derecha.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

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

No. Segmento /
material inoculado

16-18 horas después de la inoculacién

Volumen de liquido acumuiado

6mL

(1 mL) Grosor de asa
1° / Aerolisina 1.49 cm
32 /Aerolisina-antisuero 1.52cm
5°/ PBS 1.06 cm

7.5mL

1.9mL

a3



Figura 10. Electroforesis en gel de poliacrilamida con gel concentrador al 5 % y gel separador
al 12%. La columna de la derecha corresponde al marcador de peso moleculary la
columna de la izquierda corresponde a la muestra de aerolisina.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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9. ANALISIS DE RESULTADOS

De la grafica 1 "Fracciones eluidas (No. de tubo) vs. absorbancia a 280 nm", se observa
un conjunto de tres picos, esto indica que la purificacién (separacién) fue adecuada y
que la proteina de interés se encontraba en éste ultimo pico. De igual forma en la
grafica 2 “Fracciones eluldas vs. titulo de hemdlisis”, aparecen dos picos maximos con
actividad litica y éstos mismos corresponden a los observados en la grafica 1, por lo
que se confirma que la aerolisina se encuentra en estas fracciones.

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

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

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

Se alcanzaron los objetivos planteados al obtener la toxina extracelular “aerolisina” a
partir de una cepa silvestre de Aeromonas hydrophila, asi como la purificacién parcial
de la toxina por precipitacion con sulfato de amonio y cromatografia de columna con
Sephadex G50-100.

Con la toxina purificada se obtuvo un antisuero de conejo capaz de neutralizar la
aerolisina in vitro por técnicas de hemaglutinacion. Este antisuero resultd atil para
elaborar una prueba de hemaglutinacién pasiva.

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

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

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

Usar otras técnicas de separacién, como podrian ser, resinas de intercambio iénico,
isoelectroenfoque etc., con la idea de separar la aerolisina de la enterotoxina y poder
preparar anticuerpos especificos con cada una de ellas y usarlos con fines de
deteccion.
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12. ANEXOS

I CARACTERISTICAS DE LA AEROLISINA (BETA-HEMOLISINA)

Estructura tridimensional de la proaerolisina

PROPIEDADES

Rendimiento éptimo: alas 24 hs a37°C

Peso molecular 50- 51 KDa.

Puntos isoeléctricos: 5.5y 4.205.56y 5.39.

Inactividad a 56° C, 10 minutosa pH 7.0y a 37°C tha pH 8.2.
Estable en presencia de tripsina y pronasa

Inactivada por Fe*?, DDT y Cisteina.

TESIS CON
EFECTOS BIOLOGICOS FALLA DE ORIGEN

Actividad hemolitica: los eritrocitos de rata son los mas sensibles
Inhibicién: por gangliosidos
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Citotoxicidad una gran variedad de células son susceptibles al efecto de ésta cuya
accion es irreversible uniéndose a la membrana celular de 0 a 37° C liberando
marcadores de bajo peso molecular en fibroblastos, llenando el citoplasma con
vacuolas.

Receptores de membrana: glicoproteinas

Dosis dermonecrotica: 0.1 pg
Dosis letal: 0.4 pg por via intravenosa en ratén

Prueba de asa de conejo: 30 pg induce la acumulacién de pequefias cantidades de
fluido sanguinolento.

COMPOSICION DE AMINOACIDOS

RESIDUOS INTEGRACION
AMINOACIDO (M} DE APROXIMADA A 8
HISTIDINA=1| RESIDUOS / HISTIDINA
Acido. aspartico 2.232 8.36 67
Treonina 1.200 4.49 36
Serina 1.320 4.94 40
Acido glutamico 1.776 6.65 53
Prolija 1.128 4.22 34
Glicina 1.896 7.10 57
Alana 1.560 5.84 47
Balifa 1.140 4.27 34
Meticona 0.144 1 8
1zo leucina 0.717 2.69 22
Leucina 1.224 4.58 37
Tirosina 0.645 242 19
Fenilalanina 0.584 2.22 18
Lisina 0.867 3.25 26
Histidina 0.267 1.00 8
Arginina 0.573 2.14 17
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Il. TECNICAS EMPLEADAS

<+ CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY

No. tubo | Blanco 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Soln 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 —————
Stock de ml mL mL mL mL mL mL mL mL mL mb
BSA

H0 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.0 0.9

destilada| mL mb mL mi mL mb mL mb mL mL mbL mbL
Muestra | -—- - - - — - -—-- - - e —— 0.1
mbL

Reactivo| 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
[ mL mbL mL mb ml mlL f111% mbL mbL mL mbL mbL

Dejar_reposar 10 minutos
Reactivo | 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 J 0.1 0.1 I 0.1 l 0.1 0.1
D mbL mL ml mL mL mL mL mL mL mL mbL mL

Dejar reposar 30 minutos

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

Solucién Stock de BSA
mL Concentracién mL Concentracion
equivalente (pg/mL) equivalente (ug/mL)
0.1 25 0.6 150
0.2 50 0.7 175
0.3 75 0.8 200
0.4 100 0.9 225
0.5 125 1.0 250
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< ESQUEMA PARA INMUNIZACION DE CONEJO CON AEROLISINA

Dia ACTIVIDAD

0
1 mg de aerolisina en 1 mL de solucidn salina + 1

18 mL de adyuvante completo de Freud. Administrar
inmunizacién {en sitios multiples a lo largo del lomo por via
intradérmica.

14
1 mg de aerolisina en un mL de solucion salina +

22 1 mL de adyuvante incompleto de Freud.
inmunizacién | Administrar en sitios multiples a lo largo del lomo
por via intradérmica.

35
0.5 mg de aerolisina en un mL de solucion salina.

32 Administrar en sitios multiples a lo largo del lomo
inmunizacién | por via intradérmica.

40
0.5 mg de aerolisina en un mL de solucion salina.

42 Administrar en sitios multiples a lo largo del lomo
inmunizacién | por via intradérmica.

45 Sangrar al conejo para obtencion del suero.
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< PEGADO DE AEROLISINA A GLOBULOS ROJOS DE POLLO CON
CLORURO CROMICO.

1.

La proteina (aerolisina) debe de estar dializada con solucion salina 0.85% para
eliminar todo el fosfato, de la dialisis previa con PBS. Realizar tres lavados a los
eritrocitos de pollo (eritrocitos nucleados en solucidon de Alsever), a 2000 rpm
durante 5 minutos con solucién salina isoténica al 0.85% para eliminar los
eritrocitos que estén lisados.

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

Agitar manualmente el tubo durante cinco minutos sin rebotar. Agregar gota a
gota 0.2 mL de solucién de cloruro crémico (CrCl) en solucion salina isotdnica al
0.1% recién preparada (10 mg/ 10 mL).

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

Llevar a 10 mL con solucién de PBS, quedando de esta manera tanizados los
eritrocitos. Comprobar si se realiz6 bien el pegado de los eritrocitos de pollo a la
aerolisina, mediante una prueba de inhibicién de la hemaglutinacion.
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% ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

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

Agua bidestilada 3.3mL
Acrilamida-bisacrilamida  (solucién A) 4.0mL
Amortiguador Tris pH= 8.8 (solucién B) 2.5mL
SDS al10%  (solucion D) 100.0 pL
PSA al 10% (solucion E) 100.0 pL
TEMED (solucion F) 8.0 uL

Gel concentrador de poliacrilamida al 5 % ( 5 mL)

Agua bidestilada 3.4 mL
Acrilamida-bisacrilamida (solucion A) . 830.0 uL
Amortiguador Tris pH= 6.8 (solucién C) 630.0 puL
SDS al10%  (solucion D) ) §0.0 pL
PSA al 10% (solucién E) 50.0 pL.
TEMED  (solucién F) 7.0 uL

PROCEDIMIENTO

1.

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

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

al 2 %.

. Preparar el gel de corrimiento y vaciarlo al armazoén a un nivel aproximado de 4

cm del borde superior.

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

. Llenar el armazoén con el gel concentrador y colocar inmediatamente el peine

cuidando de no generar burbujas bajo los dientes de éste.

43



9.

Dejar reposar el gel aproximadamente cinco minutos y retirar el peine teniendo

cuidado para no romper los pozos.

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

Colocar la (s) muestra (s) y el marcador de peso molecular cada una en un pozo
diferente del gel. Colocar el armazén en su posicidon dentro de la camara de

electroforesis.

Llenar la camara con amortiguador de corrimiento (solucion H).

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

constante.

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

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

13. Colocar el gel en ia solucidn de azul de Coomassie para su tincion. Decolorar

hasta que el gel tenga el color deseado.

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

Pociios
para muestra

Muestra

Figura en la que se observa la colocacion de la muestra para la electroforesis
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Hl. MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS

¢ Agua Peptonada 10 X pH 9.0 para preparar 200 mL

Peptona de caseina 20g
Cloruro de sodio 209
Agua destilada 200 mL

Ajustar el pH con hidroxido de sodio
Repartir 50 mL a un matraz de 500 mL con tapén de rosca mas 450 mL de la muestra

+ Agar bacteriolégico al 1.8 %

Se usé para solidificar el caldo BHI.

¢ Caldo BHI (Infusion Cerebro Corazén) férmula por litro
Infusion de cerebro de ternera 200 g
Infusién de corazén 250¢g
Peptona proteasa Bacto i0g
Dextrosa Bacto 2g
Cloruro de sodio 5¢g
Fosfato de sodio 25g

Disolver 37 g en 1000 mL de agua destilada, esterilizar a 121° C por 15 min. pH final 7.4 +
0.2a25°C

¢ Todd Hewitt Broth Férmula por litro

Infusién de 450 g carne de res libre de grasa 10g
Triptona 209
Dextrosa 2g
Bicarbonato de sodio 2g
Cloruro de sodio 29
Fosfato de sodio 049

Disolver 36.4 g en 1000 mL de agua destilada, esterilizar por autoclave a 115° C por 10 min.
pHfinal78+t0.2a25°C
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¢ Agar CASO ( Soya-Tripticaseina) Férmula por litro

Peptona de caseina 15¢g
Peptona de harina de soya 59
Cloruro sodico 5g
Agar-agar 15g

Disolver 40 g en 1000 mL de agua destilada, esterilizar por autoclave a 121° C por 15 min.
pHfinal 7.3202a25°C

¢ Base para agar sangre Férmula por litro
Infusion de musculo cardiaco 375¢g
Peptona de carne 10g
Cloruro de sodio 5g
Agar-agar 159

pHfinal 7.3+02a25°C

Rehidratar 40 g en 1000 mL de agua destilada, calentar hasta punto de ebullicién y completa
disolucién del medio; esterilizar por autoclave a 121° C por 20 min.

Enfriar a 45-50° C y agregar de 5-10% de sangre desfibrinada de borrego o carmero estéril
girando suavemente el matraz para evitar la formacién de burbujas, homogenizar y vaciar en
cajas de Petri estériles.

¢ Peptona de caseina (digerido pancreatico) Férmula por litro
Nitrogeno total 12.8 %
Nitrégeno aminico /nitrégeno total 37.5%
Sodio 3.6 %
Cloruros 0.3 %
Hierro < 30 ppm
Humedad 3.7 %

Solubilidad (30° C) 25g/1000 mL
PH (al 2% de solucion) 7.0 £ 0.2
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IV. PREPARACION DE SOLUCIONES

< Solucion de Alsever féormula para 100 mL
Dextrosa 2.05¢g
Citrato de sodio (2H20) 080g
Acido citrico (H20) 0.055¢g
Cloruro de sodio 0.420g
Agua destilada 100 mL

Nota: No deberd usarse pasadas cuatro semanas de su
recoleccion.

Esterilizar esta solucién en autoclave a 10 lbs de presiéon/15
min. El pH debera ser de 6.1ajustar con acido citrico al 10% o
con NaOH 0.1N.

La sangre de carnero se recibe en esta solucién volumen a
volumen y se deja durante una semana en refrigeracion antes
de usarse para que se estabilice.

< Buffer TRIS 0.01M pH 7.2 - NaCl 0.145 M - Gelatina al 2%.
férmula para 1000 mL

TRIS (hidroximetilaminometano) 121g
Cloruro de sodio 841g
Gelatina 20.00g

Disolver la gelatina en 100 mL de agua destilada y calentar
hasta punto de ebullicién y completa disolucién. Disolver el
TRIS y el NaCl en agua destilada y adicionarle la gelatina
disuelta y aforar a 1000 mL con agua destilada.

< Borato de sodio 0.3M pHB8.2 féormulapara 100 mL
Borato de sodio 11.4426 g

Ajustar el pH con acido clorhidrico gota a gota
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< Solucion de Cloruro de cromo al 0.1 %

Cloruro de cromo

Disolver en 10 mL de solucién salina 0.85%

< Solucién salina de Fosfatos

Cloruro de potasio

Cloruro de sodio

Fosfato de sodio dibasico (12H20)
Fosfato de sodio monobasico

01g

férmula para preparar 2000 mlL

04g
16 g
68g
04g

Disolver y aforar con agua destilada a 2000 mL

“ Para determinacion de proteinas por el método de Lowry

Reactivo

Férmula

Preparacion

A

Solucién al 2% de Na,COs,-Tartrato
de sodio y potasio 0.02% en NaOH
0.1N

Disolver 20 g de Na,CO,y 0.5 g de
Tartrato de sodio y potasio en un
litro de NaOH 0.1N

B Solucién al 0.5% de CuSO, .5H.O | Disolver 0.05 g de CuSQ,.5H,0 en
en agua destilada 10 mL agua destilada.
[+ . . 50 mL del reactivo A + 1 mL del
reactivo B
D Reactivo de Folin Cicalteu diluido

1:2 con agua destilada

Solucién patron de BSA
(albumina sérica bobina)

250mg/mL

Disolver 12.5 mg de BSA en 50 mL
de agua destilada.

< Solucién Salina isoténica al 0.85 %

Cloruro de sodio
Agua destilada

85g

1000 mL
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13. GLOSARIO

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

Adherencia y esfacelamiento (A/E): lesion caracterizada por la eliminacion y
destruccién de las microvellosidades de las células epiteliales del intestino
delgado acompariada por un acumulo de actina celular debajo del sitio de la
lesién.

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

Adyuvante: cualquier sustancia que intensifica de manera inespecifica la respuesta
inmunitaria frente a un antigeno.

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

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

Dominios: son unidades independientes, desde el punto de vista estructural cada una
de las cuales posee las caracteristicas de una proteina globular pequena. La
mayoria estan constituidas por 100-200 restos de aminoacidos.

Edema: tumefaccion causada por la acumulacién excesiva de liquido en los espacios
tisulares debido a un aumento de la trasudacion de liquido a partir de los
capilares sanguineos.

Efecto prozona: la falta de inmunoprecipitacion o inmunoaglutinacién que se
comprueba cuando la concentracién de anticuerpo aumenta en grado tal que el
exceso de éste ya no permite el ligamento cruzado eficaz del antigeno. Un
fenémeno similar ocurriria con el exceso de antigeno.

Endotoxina: lipopolisacaridos patégenos asociados con la pared celular de las
bacterias Gram negativas.

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

Equivalencia: la proporcién entre anticuerpo y antigeno en la que practicamente se han
completado las reacciones de inmunoprecipitacion,

Exotoxina: proteina patogena secretada por las bacterias.
Hemaglutinina: cualquier molécula que aglutina los eritrocitos.
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Hemolisinas: son sustancias que liberan hemoglobina de los gldbulos rojos. Son
producidas por varias clases de bacterias.

Infeccién: multiplicacion de un agente infeccioso dentro del cuerpo. La multiplicacion
de bacterias que son parte de la flora normail de vias gastrointestinales, piel,
etc., por lo general no se considera infeccién.

Lipopolisacarido (LPS). endotoxina derivada de las paredes celulares de las bacterias
Gram negativas que tiene acciones inflamatorias y mitégenas.

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

Oligéomero: son proteinas con subunidades idénticas.

Protémeros: se denomina asi a las subunidades idénticas. Un protdmero puede por lo
tanto estar constituido por una cadena polipeptidica o por varias cadenas
polipeptidicas diferentes, por ejemplo, la hemoglobina es un dimero (Oligémero
con dos protomeros) constituido por protomeros ay 3.

Titulo: medida de la “fuerza” (una combinacién entre cantidad y avidez) relativa de un
anticuerpo o antisuero, por lo general dada como la dilucibn mas alta que
todavia es operativamente detectable en, por ejemplo, una prueba de
aglutinacion.

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

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

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

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

Unidad loop por mL (LU/mL): se define como la dilucion reciproca de toxina causante
de la acumulacién de fluido de al menos 1 mL/cm de intestino.
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