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RESUMEN

Los cultivos filtrados de 7 cepas de Aeromonas hydrophila, 2 de Aeromonas caviae,
2 de Aeromonas sobria y 1 de Aeromonas jandaei se obtuvieron inoculando cada
una de las cepas en caldo BHI (infusién cerebro-corazén), incubando en condiciones
especificas de tiempo (19 horas), temperatura (22° C) y agitacién (150 rpm), y
centrifugando (en refrigeracién a 10,000 rpm/ 30 min), para separar el sobrenadante
de la biomasa el cudl posteriormente se filtr6. Se determiné la enterotoxigenicidad de
los cultivos filtrados midiendo la acumulacion de fluido en asa ligada de conejo y se
realizo |a técnica de microtitulacién para obtener el titulo de lisis. Se cuantificaron las
unidades 50% hemoliticas de los cultivos filtrados por una variante del método de
Kent y Fife bajo las condiciones definidas por Berheimer, midiendo la lisis de 0.6 mL
de una suspension de eritrocitos al 0.8% de Absorbancia a 545 nm en un volumen
total de 1.5 mL realizandose una curva estandar para determinar las unidades 50 %
hemoliticas por difusion radial simple con un cultivo filtrado de referencia Aeromonas
hydrophila ATCC 7966, productora de aerolisina. Se cuantificé titulo de
neutralizacion del suero antiaerolisina como wuna prueba de especificidad
detectandose aerolisina en cultivos filtrados de 3 cepas de Aeromonas hydrophila, 1

de Aeromonas caviae y 1 de Aeromonas sobria por difusién radial simple.



INTRODUCCION

El género Aeromonas se encuentra en aguas fluidas y estancadas, en tuberias
sanitarias y de desagle e infectando peces, suelos y alimentos (vegetales verdes,
leche, helados, carnes y mariscos).’

Las especies del género Aeromonas han emergido como un problema de salud
publica para la poblacion humana, ya que provocan infecciones intestinales y
extraintestinales.®*

En las dltimas tres décadas ha surgido un interés por estudiar Aeromonas debido a
que algunas de sus especies se han aislado en cultivo puro de muestras clinicas,
encontrandose en mayor frecuencia en pacientes con infeccion gastrointestinal.

La identificacion correcta de los agentes etiolégicos asociados con la infeccion
gastrointestinal es importante, ya que tan solo en México se reportaron 460,543
casos nuevos de enfermedad diarreica aguda hasta la semana siete del 2003. Las
bacterias son uno de los principales agentes etiolégicos en casi todos los paises del
mundo. En las naciones en vias de desarrollo las condiciones socioeconémicas
favorecen la incidencia y prevalencia de cuadros diarreicos pero, la preocupacion de
los microbidlogos clinicos se enfoca esencialmente a la identificacion de los
patbgenos clasicos como son: Salmonella, Shigella, Escherichia, Vibrio,
Campylobacter y Yersinia. No obstante, es importante que se den a conocer otros
géneros como Aeromonas que en diferentes areas geograficas se han documentado
como de importancia epidemiolégica. A continuacion se presenta un cuadro de los
estudios del género Aeromonas que se han hecho desde hace 20 anos en México.
Diversos autores han realizado estudios para su aislamiento e identificacion a partir
de muestras clinicas, agua y alimentos, etc., otros destinados a la descripcién de los
factores de virulencia y mas recientemente a la caracterizacion de las cepas desde

un punto de vista genético.'®



Antecedentes del género Aeromonas en México

Ao Autor Titulo del trabajo Tipo de estudio
1981 Escamilla AE Diarrea producida por especies de 1a famifia Vibrionaceae Comunicacién de congreso
1984 Rebolio B/Escamilla AE Aislamiento e identificacion de Aeromonas spp. Comunicackin de congreso

y P. shigelioides como causa de diarrea en México
1986 Ruiz SC/Escamilla AE Deteccion de enterotoxina de Aeromonas spp. Tesis de Licenciatura, ENCB IPN
1990 Espejel PG/Escamilla AE Obtencién del suero anti-enterotoxina de A. hydrophila Tesis de Licenciatura, ENCB IPN
en animales de laboratorio
1991 Diaz-Flores L/Escamilia AE Investigacién de la enterotoxigenicidad de A. hydrophila y Tesis de Licenciatura, ENCB IPN

su relacién con otras bacterias asociadas al sindrome diarreico

1995 Ramirez GM/ Produccion de enterotoxina, sensibilidad antimicrobiana y Tesis de Licenciatura, ENCB PN
Castro-Escarpulli G perfil plasmidico en Aeromonas spp.
1996 Martinez SNP/Escamilla AE Caraclerizacidn de Aeromonas ssp. Aisladas de pacientes con UACH/ENCSB IPN

sintomatologia de origen inteccioso en el Distrito Federal

1997 Villaruel LA/Mola de la Garza L/ Investigar el riesgo que presenta la sobrevivencia de Aeromonas spp.  Tesis de Maestria, ENCB IPN

Castro-Escarpuli G en agua tratada

1998 Castro-Escarpulk G/Aparicio Determinacion de algunos factores de virulencia en cepas de Tesis de Maestria, ENCB IPN
oG Aeromonas spp. aisladas de muestras clinicas y de agua

2000 Aguilera-Arreola MG/ Caracterizacion de Aeromonas spp. aisladas de pescado congelado Tesis de Licenciatura, ENCB IPN

Casto-Escarpuli G

2001 Tequianes BL/Pérez GD/ Aislamiento y caracterizacién de Aeromonas a partir de muestras Tesis de Licenciatura UNAM/
Caslro-Escarpull G de agua potable de la FES Zaragoza y otras dependencias de la ENCB IPN
UNAM
2002 Aguilera-Arreola MG/ Estudio de la diversidad genélica de cepas de A. hydrophila Tesis de Maestria, ENCB IPN
Aparicio OG/ aisladas de origenes diterentes

Castro-Escarpulil G

2002 Arteaga GR/QOcaia NA/ Tipificacidn de cepas de Aeromonas aisladas en México Teslis de Licenciatura UNAM/
Castro-Escarpufi G ENCB IPN

2002 Caslro-Escarpuik G/ Factores de virulencia en cepas de Aeromonas caviae Publicacién. En prensa
Aguilera-Arreola MG/ aisladas de enfermedad diarreica agua de Cuba ENCB IPN/IPK

Bravo-Farias L

2002 Chacon MR/Figueras MJ/ Distribution of virulence genes in clinical and environmental Enviado para publicaci6n.
Castro-Escarpuli G/ isolates of Aeromonas spp. ENCB IPN/URV
Soler L/Guarro J

2002 Castro -Escarpulli G/ Characterization of Aeromonas spp. Isolated from frozen Enviado para publicacion.
Figueras MJ/ fish intended for human consumption in México ENCB/APN/URV
Aguilera-Arreola MG/
Soler L/Femandez-Rendon E/
Chacén MR/Aparicio G/Guarro J

2002 Chacén MR/ A DNA probe specific for Aeromonas colonies Publicacién. En prensa
Castro- Escarpulii G/ ENCB/IPN/URV
Figueras MJ

INNS2' Instauto Nacanal de [2 Nulnedn “Salvador Zubiean™, UACH: Universidad Autonoma de Chiapas. PQinsiub Pedro Kouri. La Habana Cuba, URV: Unnersidad Rovira Vepii, Reus Espada,

UNAM Universdad Nacional Autdnoma de México. ENCB: Escuela conal ge Crencias Bolégicas, PN. instauto Polilécnico Nacional. Modificado®.

Fuente: Castro- Escarpuili y col. 2002,




A pesar de que se han explorado ya algunos campos sobresalientes de este género
desde el punto de vista clinico y sanitario, hasta la fecha estos estudios han tenido
una limitada difusion entre los microbiologos clinicos e investigadores. Si bien se han
realizado comunicaciones en diversos congresos tematicos, estos trabajos no se han
publicado posteriormente en revistas de divulgacion nacional e internacional, lo cual
limita significativamente que la informacion llegue a los profesionales de estas areas,
e incluso a investigadores de otros paises. Este aspecto disminuye la importancia o
el impacto que estos estudios pudieran tener en nuestro pais.

El género ha sido aislado de muestras de agua potable de la FES Zaragoza y otfras
dependencias de la UNAM.*? Posteriormente se obtuvo el suero antiaerolisina en
conejo a partir de un cultivo de Aeromonas hydrophila.?' En el presente trabajo se
desarrollé una técnica para retar el suero antiaerolisina con cultivos filtrados libres de
células de diferentes cepas de Aeromonas spp. con el proposito de detectar
aerolisina, uno de los principales productos extracelulares del género causantes de
patogenicidad; con el objetivo de contribuir con una técnica que detecte cepas

patogenas y cuantifique aerolisina.



MARCO TEORICO

1. DESCRIPCION DEL GENERO Aeromonas

El género Aeromonas esta clasificado en el Manual de Bacteriologia Determinativa
de Bergey como miembro de la familia Vibrionaceae. %

Sin embargo, los estudios realizados en 1986 por Colwell y cols. demostraron, con
base al analisis de la secuencia de los genes 16S rRNA y 5S rRNA y en los
resultados de la hibridacion DNA-RNA, que el género Aeromonas presenta una
evolucion filogenética distinta al de las familias Enterobacteriaceae y Vibrionaceae y
propusieron elevar al género Aeromonas a la categoria de familia Aeromonadaceae
y como tal aparece ya en publicaciones recientes. '®

Las caracteristicas del género refieren que son bacilos cortos 0.3-1.0 x 1.0-3.5 pm,
Gram negativos, todas las especies excepto Aeromonas salmonicida y Aeromonas
media son moviles gracias a un flagelo polar, son aerobios facultativos, oxidasa y
catalasa positivos, reducen nitrato a nitrito y fermentan la D-glucosa como fuente
principal de carbono vy energia.6 Pueden crecer en medios que contienen 3% de
NaCl, pero no en 6%. Los miembros de este género producen varias exoenzimas
como: proteasas, Dnasas, Rnasas, elastasa, lecitinasas, amilasas, gelatinasas y
lipasas, entre otras, muchas de ellas consideradas factores de virulencia.

La clasificacién de las especies del género ha dependido de una mezcla compleja de
datos fenotipicos y genéticos. Las especies bioquimicamente distintas se refieren
como fenoespecies mientras que las especies genéticamente diferentes se
denominan grupos de hibridacién (HGs) o genoespecies y se determinan mediante
pruebas de hibridacién de DNA total. Actuaimente se tiende a nombrar sélo especies
y abandonar la nomenclatura de HGs, derivada de los primeros estudios
taxonomicos realizados para este género utilizando técnicas moleculares.’

El género Aeromonas se puede dividir en 2 grandes grupos con base en la
temperatura optima de crecimiento y la capacidad de movimiento de las especies. El
primer grupo es amplio y heterogéneo genéticamente y esta formado por especies
mesofilas moviles que crecen dptimamente a 28° C. El segundo es un grupo mas

reducido y homogéneo genéticamente, se designa como el grupo psicrofilo cuya



temperatura optima de crecimiento se define entre 22-25° C, esta constituido por una
sola especie: Aeromonas salmonicida y de ésta se han reportado cinco subespecies:
A. salmonicida ssp. salmonicida, A. salmonicida ssp. masoucida, A. salmonicida ssp.
achcromogenes, A. salmonicida ssp. smithia y A. salmonicida ssp. pecnilolytica.
Nuestros estudios y los de otros autores ponen de manifiesto que es muy dificil
separar bioquimicamente las subespecies de A. salmonicida. E! género incluye en la
actualidad a 14 especies (cuadro 1):. A. hydrophila, A. bestiarum, A. salmonicida, A.
caviae, A. madia, A. eucrenophila, A. sobria, A. veronii, A. jandaei, A. encheleia, A.
schubertii, A. trota, A. allosaccharophila y A. popoffi. La especie A. veronii tiene dos
biotipos A. veronii bt. sobria y A. veronii bt. veronii, siendo el primero el
comunmente asociado a cuadros diarreicos. Otras especies tales como A. icthiosmia
y A. enteropelogenes han sido consideradas con base en los perfiles de acidos
grasos, fenotipo y secuenciacion del gen 16S RNA como sinénimos de A. veronii y
A. trota respectivamente. A pesar de que se ha avanzado mucho en la taxonomia del
género existen todavia algunos problemas terminolégicos y la posicion de algunas

especies esta en discusion.'®



Cuadro 1. Genoespecies y fenoespecies que conslituyen el género Aeromonas

Genoespecie Fenoespecie Grupo DNA* Cepa tipo Sinénimo

A. hydrophila A. hydrophila 1 ACTT 7966

A. bestiarum A. hydrophila 2 ATCC51108

A. popofi NA LMG17541

A. salmonicida A. salmonicida 3 ATCC33658

A. caviae A. caviae 4 ATCC15468 A. punclata
A.media A caviae 5 ATCC33907

A. eucrenophia A. caviae 6 ATCC23309 A: punclala
A. sobria A. sobna 7 ATCC43979

A.veroni® A. sobria 8 ATCC9071 A. ichthiosmia
A. jandaei A. sobria 9 ATCC49568

A. veroni® A. sobria 10 ATCC35604

A. encheleia A. caviae NA ATCC51929

A. schubertii A. hydrophila 12 ATCCA43700

A. lrota A. sobria NA ATCC49657 A. enteropelogenes
A. aflosaccharophia Aeromonas ssp NA ATCC51208

Aeromonas grupo 501 NA ATCCA43%48

Aeromonas HG 11° NA ATCC35941

"Grupos de hdridacion (HGs) definidos por la CDC

* Se defl X dos grupos de 1a hibridacién dentro Oe esta especie. e HGB A verond b, s0bna, y & HG 10 A, verond ol veroni La cepa tipo de la especie pertenece al botpo verond HG 10.
* Algunas autores consideran que esle grupo se comesponde con A. éncheleia <

NA grupo de hbrdacin na asignado.

ATCC (American Type Cutturo Collecton).

LMG ( Laboratonum voor Miciobiologee Universiet Gen).

Fuente: Castro-Escarpulli. 2002



1.1. IDENTIFICACION

Las diferentes especies de Aeromonas pueden crecer en medios diferenciales y
selectivos empleados para el aislamiento de las bacterias Gram negativas. Los
medios selectivos de eleccién para su aislamiento son: agar sangre ampicilina ya
que estas bacterias son resistentes a este antimicrobiano, excepcion de A. trota, o
bien el agar que contiene cefsulodina-irgasan-novobiocina denominado
comercialmente como CIN. Para el caso de muestras de alimentos de origen diverso
se recomienda emplear un caldo de preenriquecimiento, siendo el agua peptonada
alcalina de pH 8.7 la mejor eleccion, y posteriormente la siembra en agar bilis-
irgasan-verde brillante (BIVB), el cual ha demostrado ser mas efectivo que otros
medios de composicion similar. Para muestras de agua la utilizacion de la técnica de
filtracién con membrana y posterior cultivo en medio agar dextrina ampicilina (ADA)
sin preenriquecimiento es efectiva y permite aislar un elevado numero de cepas de
este género.'®

La realizacién de 6 pruebas bioguimicas basicas empleadas para poder identificar a
patdgenos gastrointestinales, permite identificar el género. Estas pruebas incluyen
tincién de Gram, citocromo oxidasa, crecimiento en caldo nutritivo adicionado con 3
0 6% de NaCl, crecimiento en agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS),
producciéon de acido de inositol y oxidacion-fermentacién en el medio Hugh Leifson
(O/F) adicionado de glucosa con sello y sin sello de aceite mineral. La respuesta
negativa a la prueba de oxidasa permite descartar a los géneros pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae. El género Vibrio se identifica al constatar su crecimiento
en el medio TCBS a pH 8.0 y en caldo nutritivo adicionado de diferentes
concentraciones de NaCl, donde el crecimiento de Vibrio es especifico del 6%,
mientras que algunas especies de Aeromonas s6lo son capaces de crecer en 3% de
NaCl. Adicionalmente, es recomendable realizar la prueba de crecimiento en
presencia del agente vibriostatico O/ 129 (2,4 diamino-6-7-diisopropilteridina) a dos
concentraciones 10 y 150 ug. para las cuales Aeromonas son resistentes y las cepas
de Vibrio sensibles %. El género Plesiomonas se distingue faciimente de Aeromonas
realizando la determinacion de produccion de acido a partir de inositol, para la cual

las especies de Aeromonas son negativas. Por altimo, el género Pseudomonas es
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distinguible comprobando la fermentacién de la glucosa, empleando la prueba O/F
que en el caso de Aeromonas es fermentativa.

A pesar de la explosién de nuevas especies de Aeromonas sbélo algunas se han
aislado hasta la fecha en clinica. Las tres especies aisladas predominantemente de
muestras clinicas son: A. caviae, A.veronii bt. sobria y A. hydrophila que
representan el 91% de las cepas del género identificadas utilizando métodos
genéticos, en estudios realizados en Espafia (Figueras 2002 observaciones no
publicadas), y el 89.5% de las cepas identificadas en México utilizando estos mismos
métodos. Janda y Abbott han reportado valores superiores al 85% para estas
especies, describiendo asi mismo como especies menos frecuentes: A. veronii bt.
veronii, A. jandaei y A. schubertii. Las especies que constituyeron el 9% restante de
los aislamientos en los estudios espafioles han sido: A. media (4.8%), A. jandaei
(1.7%), A. sobria (1.3%), A. trota (0.8%) y A. bestiarum (0.4%). Mientras que el 10.5
% restante de las cepas clinicas que encontramos en México son: A. bestiarum
(5.6%). A. salmonicida (3.3%), A. media (0.8%), A. trota (0.8%). El resto de las
especies se han recuperado sélo de muestras ambientales o no se han asociado
hasta la fecha a ninguna patologia, y su aislamiento es en general mucho menos
frecuente. Estos resultados demuestran que las especies que se encuentran con
mas frecuencia al identificar tanto con pruebas bioquimicas como con métodos
genéticos son: “A. caviae”, “A. hydrophila" y “A. sobria’(A. veronii bt sobria). Sin
embargo, la frecuencia de aislamiento en clinica de estas especies varia segun el
area geografica estudiada, ya que en las cepas estudiadas (n = 68) aisladas en el
estado de Hidalgo A. caviae (42.6%) fue |la especie mas prevalente seguida por A.
hydrophila (36.8%) y finalmente A. veronii bt. sobria(19.1%), mientras que en las
cepas estudiadas (n = 42) aisladas de la ciudad de México A. veronii bt sobria (31%)
ocupa el primer lugar, seguida de A. hydrophila (29%) y finalmente A. caviae (17%),
contrariamente a |6 encontrado en Espafia, donde A. hydrophila es la menos aislada
de entre estas tres especies.’®

Para poder establecer cual es la incidencia real de las especies patégenas es
necesario realizar la correcta identificacién hasta especie. Se ha propuesto la
utilizacion de 12 pruebas bioquimicas para la identificacion de las especies de

Aeromonas aisladas de muestras clinicas (cuadro 2) sin embargo, la experiencia
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demuestra que la identificacion correcta solo puede realizarse utilizando métodos
moleculares. '°

En las cepas aisladas del estado de Hidalgo el porcentaje de error en la
identificacion bioquimica cuando se compar6 con la identificacion genética fue del
55.99% cuando se realizd con pruebas convencionales de laboratorio y del 32.4%
cuando ésta se realizd con el sistema automatizado Vitek incluyendo las pruebas
complementarias recomendadas por este sistema, hidrolisis de la esculina,
produccion de acido a partir de glucosa, p-hemolisis en gelosa sangre y crecimiento

en NaCl al 6%.'®

Cuadro 2. Pruebas bioguimicas para identificar cepas de las especies de Aeromonas aisladas en clinica.

A A. veronii
Pruebas A. hydrophila _salmonicida® A. caviae A media bl. veronii bt sobria A. jandaei A. schubertii A. trota
Indol + + + + + + + vV +
LbC + \ - - + + + Vv +
OCD - - - - + - - - -
ADH + \ + + - + + + +
VP + v - + + + v
Esculina + + + + + - - - -
B-hemolisis + vV b v + + + v v
Acido de:
L-arabinosa A2 + + + - v -
Sacarosa + + + + + + . +
D-manitol + + + + + + + N v
D-sorbitol - Y - . - - -
Gas de glucosa _ + Vv - - Y + + - v

a
Las cepas de A. salmonicida de origen humano son moviles, indol positivo y no producen pigmento.

®Recienlemente de han descrito cepas de A. caviae B-hemoliticas
ADH arginina hidrolasa, LDC lisina descarboxitasa, ODC ornitina descarboxilasa. UVP Voges Proskauer.
La B-hemoiisis se realiza en base de agar adicionado con sangre de carnero 5%. V =Variable.

Fuente: Castro Escarpulh. 2002,

Aunque las técnicas moleculares en la actualidad no estan popularizadas entre los
laboratorios de diagnéstico y estos métodos se reservan para su aplicacion en la
investigacion y la ensefnanza, es importante insistir sobre la utilidad, que para los
microbidlogos clinicos representa el conocimiento de los métodos genotipicos para
la identificacion y/o tipificacion de algunos géneros fastidiosos en términos de
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1.2. ECOLOGIA

El género Aeromonas se reconoce desde hace mas de 100 aios como patdégeno de
reptiles y de otros animales de sangre fria (pioquilotermos); sin embargo, en los afios
70 los miembros de este género se consideraron enteropatégenos y causantes de
infecciones cutaneas y diseminadas (infecciones de heridas, septicemia,
mionecrosis, meningitis, peritonitis, endocarditis) principalmente en personas
inmunodeprimidas pero también en pacientes con deficiencias inmunologicas
aparentes. Estos microorganismos considerados autoctonos del medio acuatico se
encuentran ampliamente diseminados en habitats naturales como suelo, agua
potable, aguas negras, aguas contaminadas, rios, lagos y mar. Este hecho es de
gran significado, ya que se han descrito varios casos de infecciones primarias o
secundarias de heridas superficiales o cutaneas después del contacto con agua
contaminada con Aeromonas. Las manifestaciones clinicas de las infecciones
cutaneas son muy variables desde una celulitis moderada a una mionecrosis masiva
fulminante. Un hecho de trascendencia es que Aeromonas se ha aislado de aguas
potables cloradas o no cloradas e incluso en aguas embotelladas. La mayoria de los
sistemas de tratamiento de agua son capaces de reducir la concentracion de
Aeromonas por debajo de 1TUFC/100 mL no obstante, cuando los niveles de materia
organica aumentan se inactivan los niveles de cloro y estas bacterias pueden crecer
e incluso colonizar los sistemas de abastecimiento, formando biofiims. En el agua
tratada, pueden llegar a alcanzar concentraciones de 10° UFC/100 mL. El
aislamiento del género Aeromonas de muestras de agua depende de diversos
factores, algunos de ellos son: la estacién del afo, la concentracion de materia
organica, el oxigeno disponible, los niveles de cloro y la salinidad.

Los coliformes fecales son indicadores de contaminacion fecal y se utilizan para
evaluar la calidad sanitaria del agua, y poder determinar si es o no potable.
Aeromonas se ha aislado en aguas en las que no se han detectado coliformes lo
cual indica en consecuencia que su presencia no se correlaciona con la de estos
indicadores. Algunos autores consideran que Aeromonas podria considerarse como

un indicador del funcionamiento del sistema de tratamiento y potabilizacion del agua.



Estos microorganismos también se han aislado en una gran variedad de alimentos:
productos carnicos, pescado, mariscos, alimentos preparados, productos de
pasteleria, verdura, leche y derivados lacteos por lo que algunos autores consideran
que Aeromonas deberia incluirse en la lista de microorganismos que pueden actuar
como agentes causantes de toxoinfecciones alimentarias.

Se han descrito diversas especies del género Aeromonas asociadas a numerosas
patologias de peces de interés en acuacultura, provocando pérdidas significativas.

A. salmonicida es considerada el principal agente etiolégico de furunculosis en
diferentes especies de peces, entre las que se incluyen salmén, trucha, rodaballo,
pez oro, pez blanco y otros, causando una importante mortalidad, A. hydrophila y A.
jandaei son causantes de aeromoniasis en pez gato y anguilas. En un estudio
realizado a partir de pescado congelado destinado a consumo humano en la ciudad
de México las especies mas frecuentes tras la identificacion genética fueron A.
salmonicida (69%) y A. bestiarum (14%), aunque es interesante recalcar que entre
los demas aislamientos se encontraron cepas de A. encheleia (4.2%), especie

reportada por primera vez en México."®
1.3. VIAS DE TRANSMISION

A pesar de que existen evidencias que asocian los alimentos como el vehiculo de
transmision de las infecciones gastrointestinales causadas por los miembros del
género Aeromonas son pocos los brotes alimentarios documentados. Altwegg en
1991, describié un brote de gastroenteritis por consumo de un “cocktail” de
camarones y existen otros brotes documentados siendo el mas notable el reportado
por Abeyta y colaboradores en 1986, en donde hubo 472 casos asociados al
consumo de ostras en Louisiana, USA. El consumo de agua y/o alimentos
contaminados asi como el contacto directo de agua con heridas han sido
consideradas clasicamente las fuentes de infecciones cutaneas y gastrointestinales
por Aeromonas. Se ha observado, que la concentracién de estos microorganismos
varia en las estaciones del afio, obteniéndose los mayores recuentos cuando la
temperatura ambiente supera los 20° C, esta frecuencia aumentada corresponde a

la época del afio en que hay mayor incidencia de cuadros diarreicos, lo que apoya la
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hipotesis de considerar que el agua y los alimentos, en estos periodos, son los

principales vehiculos de trasmision de Aeromonas.'®
1.4. FACTORES ASOCIADOS A LA VIRULENCIA

Aungue se han realizado numerosos estudios para elucidar él o los mecanismos de
patogenicidad en las infecciones causadas por Aeromonas, no se ha logrado la
conciliacion de los resultados para establecer dicho mecanismo de forma
contundente.Sin embargo, se han identificado un gran numero de estructuras y
enzimas extracelulares que parecen tener un papel importante en la patogenicidad
de las infecciones intestinales y sistémicas.

Algunos de los factores asociados a virulencia se han identificado y caracterizado en
estudios in vivo e in vifro, lo que ha permitido conocer su funcién biolégica y
comparar la similitud genémica que pudiera existir con otros factores de virulencia
descritos en otros agentes bacterianos. A continuacién se realiza una descripcion
breve de las estructuras asociadas a la virulencia:

oCapsula. Algunos estudios han demostrado la presencia de capsula en algunos
serogrupos de A. hydrophila y aunque se cuenta con poca informacion sobre su
composicion y su posible relacién con patogenicidad, existen trabajos preeliminares
que reportan que las cepas no capsuladas son menos virulentas para el ratén que
las capsuladas.

eCapa S. Esta estructura de naturaleza proteica, se involucra en la union de la
bacteria a los componentes celulares de la célula huésped y confiere resistencia a
las propiedades bactericidas del complemento, por lo que se considera un
importante factor de virulencia.

eLipopolisacéarido (LPS). Se reconocen al menos 97 serogrupos distintos entre las
Aeromonas con base en los antigenos presentes en la region O del LPS. Se ha
demostrado que los serotipos 0:34, 0:11 y 0:16 son los mas prevalentes en diversas
areas geograficas y se relacionan particularmente con infecciones sistémicas y a
algunos casos de gastroenteritis.

#Pili. Se han descrito tres tipos de pili: los pili de tipo |, descritos en A. hydrophila,
con una composicion en aminoacidos muy similar a los pilis tipo | de E. coli; los pilis
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tipo IV descritos en A. hydrophila, A. caviae y A. veronii, que pueden formar bucles
(Bfp) y expresarse conjuntamente con pilis tipo I; y el tercer tipo se denomina mini-
pili, y esta constituido de una pilina que guarda gran semejanza con la pilina Cep de
V. cholerae. La adherencia mediada por estos pilis se ha ensayado en conejos y en
diferentes lineas celulares eucariéticas, describiéndose que la adhesién mediada por
pilis favorece el proceso de colonizacion de estas bacterias.

*Proteinas de membrana externa (OMP). La caracterizaciéon de las OMP de
Aeromonas es limitada. La purificacion y la caracterizacion parcial de éstas, revelan
tres diferentes proteinas y se esta investigando la posibilidad de que algunas tengan
propiedades formadoras de canales. Se ha identificado una OMP de 45 Kda en A.
caviae que esta implicada en adherencia in vitro a células intestinales.

Las Aeromonas también producen una gran cantidad de enzimas extracelulares que
degradan activamente complejos proteicos, polisacaridos, mucopolisacéaridos vy
moléculas que contienen lipidos. Estas enzimas son tiles en la identificacion de la
bacteria, en sus funciones fisiolégicas y son considerados frecuentemente factores
asociados a la virulencia, en éste y en otros géneros bacterianos.'®

eHemolisinas. La caracterizacion de las hemolisinas se ha dificultado por la
terminologia multiple con la que han sido descritas por los distintos autores. ' La
hemolisina originalmente denominada aerolisina & es la B-hemolisina prototipo para
el género, su secuencia de aminoacidos es parcialmente semejante a la de la toxina
a de Staphylococcus aureus y con la enterotoxina A de Clostridium perfingens éstas
son las toxinas de otros géneros que mas se relacionan con la aerolisina ?, ésta se
caracteriza por la formacion de poros en la membrana de las células huésped (efecto
citolitico) y por producir acumulacion de fluidos en diversos modelos animales, por lo
cual se asocia con la produccion de cuadros de gastroenteritis. La aerolisina es un
producto extracelular caracteristico de Aeromonas spp, su principal propédsito es
matar células, primero para defenderse del hospedero y. segundo para que su
contenido empiece a estar disponible para su crecimiento. Bernheimer vy
colaboradores reportaron su purificacion parcial a partir de un cultivo sobrenadante y
son quienes le dan su nombre ® Bucley describe la purificacion de la proaerolisina
secretada por A. salmonicida y clond su gen aerA estructural.’® Chakraborty y

colaboradores presentaron evidencias genéticas de que el gen estructural aerA se
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encuentra en todos los miembros del género.' La aerolisina es secretada por el
género Aeromonas y tiene alta afinidad para adherirse a células blanco,
recientemente se ha demostrado que es una glicosil-fosfatidil inositol anclada a una
glicoproteina. De la adhesion se sigue una heptamerizacion para formar una
estructura que proponen contiene un tubo con conformacion B la cual puede

insertarse en la membrana y producir un canal.?®
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sEnterotoxinas citotonicas. Este tipo de toxinas se distinguen in vitro de las
aerolisinas y B- hemolisinas por su capacidad de producir elongacion de las células
pero no lisis. Se han descrito dos tipos de actividad citotonica, una asociada al
incremento de adenosil monofosfato ciclico (AMPc) pero que no se parece
estructuralmente a la toxina colérica y el segundo tipo que tiene un mayor grado de
homologia con la toxina colérica. Estas toxinas se asocian con la producciéon de
diarrea acuosa.

eProteasas. Estas son capaces de degradar diferentes compuestos como albimina,
fibrina, gelatina y elastina. Una misma cepa puede producir diferentes proteasas. Sin
embargo, solo algunas actividades enzimaticas se han caracterizado y la mayoria de
estos estudios se han realizado en A. hydrophila. Los dos principales tipos de
proteasas son las metaloproteasas y las serina proteasas. Las proteasas pueden
jugar un papel importante en el mantenimiento de las infecciones en heridas de
humanos y en las lesiones de piel de peces.

eLipasas. Estas actian como hidrolasas sobre los lipidos de membrana, y se han
descrito cuatro lipasas diferentes, sin embargo so6lo dos, la glicerofosfolipido
colesterol aciltransferasa {(GCAT) y la lecitinasa-fosfolipasa C (PIc) se han asociado
con patogenicidad en peces, lineas celulares y ratones, aunque aun no se ha
descrito el papel que éstas tienen en las infecciones en humanos.
sDesoxirribonucleasas. Se han descrito al menos tres de estas proteinas, se
desconoce la posible funciébn que pueden desempefiar en la patogenia de
Aeromonas. Sin embargo en otros géneros como Streptococcus, las nucleasas
extracelulares son consideradas de gran importancia para el establecimiento y
desarrollo de la infeccion.

sSideréforos. Son compuestos con una alta afinidad por el hierro y que son
sintetizados bajo condiciones de estrés por las bacterias, para competir por este
critico elemento, cuando su concentracién esta limitada. Algunas cepas de A.
hydrophila y A. caviae sintetizan un sideréforo denominado amonobactina, sin

embargo no se ha corroborado si lo producen durante el desarrollo de la infeccion.



1.5. TRATAMIENTO

Las Aeromonas producen metalobetalactamasas (grupo 3), betalactamasas que
hidrolizan cefalosporinas (grupo1) y betalactamasas que hidrolizan carbenicilina
(grupo 2c) segun la clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros. Por lo tanto son
resistentes a antibiéticos betalactdmicos como la penicilina, ampicilina y cefalotina.
Los estudios realizados en México con 151 cepas aisladas de muestras clinicas,
agua y pescado mostraron que la mayoria de las cepas eran sensibles a
cefalosporinas de segunda y tercera generacidon asi como las quinolonas,
presentando una resistencia variable a los aminoglucosidos y a los macrolidos. Estos
resultados evidenciaron que las cefalosporinas y quinolonas pueden utilizarse de
manera segura para el tratamiento de las infecciones causadas por las Aeromonas y
en caso de requerirse por infeccion de larga evolucion o crénica, asi como en
individuos inmunocomprometidos. En general los cuadros diarreicos en individuos

sanos son autolimitantes y curan en pocos dias con dieta y rehidratacién en nifios. '

2. FUNDAMENTOS TEORICOS DE LAS TECNICAS EMPLEADAS

2.1. DIFUSION RADIAL SIMPLE

En 1965, Mancini introdujo una nueva técnica que empleaba inmunodifusion sencilla
para la determinacién cuantitativa precisa de los antigenos. Esta técnica provino de
la técnica de difusion lineal simple de Oudin, por medio de la incorporacion de
anticuerpo especifico en la placa de agar. La difusién radial se basa en el principio
de que existe una relacion cuantitativa entre la cantidad de antigeno colocado en un
pozo cortado en la placa de agar con anticuerpo y el anillo de precipitacion
resultante.".

En este trabajo modificaremos el método haciéndolo hemolitico, colocando en la caja
de agar eritrocitos de rata y en los pozos cultivos filtrados de Aeromonas, en los
cuales podria estar presente aerolisina.

La técnica se lleva a cabo segun se describe en la figura No 2:
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Figura No. 2. Difusion radial simple

Difusién radial simple
A. La caja de Petri se llena con una solucion semisolida de agar que contiene
eritrocitos de rata. Después de que el agar se endurece, los pozos se llenan
con una determinada cantidad de material que contiene el cultivo filtrado que

provocara la lisis.



B. Se permite que el cultivo filtrado difunda desde ios pozos por un lapso de
tiempo.

C. En el sitio en el que los cultivos filtrados se encuentran con los eritrocitos se
presenta la hemdlisis formando un anillo de bordes nitidos.

D. Mediante la dilucién seriada de una cantidad conocida de hemolisina S, S/2,
S/4, S/8 se forman anillos de magnitud decreciente progresiva. Se puede
calcular la cantidad de hemolisinas en especimenes desconocidos

comparandolos con un cultivo de referencia.

En el método descrito originalmente por Mancini, el area delimitada por el anillo de
precipitacion era proporcional a la concentracién del antigeno. El punto final de este
método requiere que los anillos de precipitacion alcancen el maximo tamarfio posible,
lo que a menudo requiere de 48-72 horas de difusién. De manera alterna, el método
de difusion radial simple de J. Fahey permite la medicién de los anillos antes de su
desarrollo total. En esta modificacién, el logaritmo de ia concentracion del antigeno
es proporcional al diametro del anillo.

Se determina la curva estandar experimentalmente con estandares conocidos de
antigeno, en nuestro caso con un cultivo filtrado de referencia de A. hydrophila
ATCC 7966 y la ecuacién que describe la curva puede entonces utilizarse para

determinar la concentracion de hemolisinas de especimenes desconocidos.
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Figura No. 3. Curva estandar para difusion radial simple

19



En la curva estandar para difusion radial simple la relacién entre el diametro de anillo
y la concentracion de antigeno se describe por la linea construida mediante

cantidades conocidas de antigeno.
2.2. UNIDADES 50% HEMOLITICAS

En este trabajo se empleé la técnica de Kent y Fife que se usa para la determinacién
de complemento pero en esta ocasion se empled para calcular las unidades 50%
hemoliticas de cultivos filtrados de Aeromonas, una técnica similar fue empleada por
Bernheimer. ®

La concentracién del complemento en suero puede ser determinada usando su
capacidad hemolitica. En un principio esto se hacia determinando la minima
cantidad de complemento que era capaz de producir la lisis total (100%) de un
numero determinado de eritrocitos de camero sensibilizados con hemolisina; sin
embargo se sabe que la relaciéon entre cantidad de complemento adicionado y el
grado de hemdlisis producido no es lineal, sino que se trata de una curva sigmoide.
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Figura 4. Curva hemdlisis causada por el complementoc.
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Por la forma de la curva resulta evidente que la hemolisis completa (100%) sélo se
alcanza gradualmente, y que por lo mismo se requiere de una cantidad mayor de
complemento para producir la lisis del ultimo 5-10% de los eritrocitos. La parte
central de la curva es practicamente lineal y cambios pequefios en la cantidad de
complemento adicionado se reflejan en un grado proporcional a la hemolisis.
Actualmente para hacer una determinacién mas precisa del complemento se elige
como punto final de la titulacién el 50% de hemdlisis, localizado en el punto de
inflexion de la curva sigmoide.

La unidad 50% hemolitica de complemento o en nuestro caso de los cultivos filtrados
se define como la cantidad de cultivo filtrado necesario para la lisis del 50% de
eritrocitos presentes en un sistema dado. Esta es una definicion arbitraria, ya que su
magnitud dependera del numero de eritrocitos utilizados, la fragilidad de los
eritrocitos, la cantidad de hemolisina utilizada para la sensibilizacion, la clase de
hemolisina utilizada, la fuerza iénica del medio de reaccion, la concentracién de Ca*™
y Mg™*, el pH, la temperatura y el tiempo. Para establacer un sistema de titulacion
completa todos estos factores deberan ser controlados cuidadosamente. Von Krogh
propuso que la relacion entre concentraciéon de complemento, que en nuestro
estudio son los cultivos filtrados y el grado de hemdlisis observado
experimentalmente podria representarse en forma muy aproximada mediante la

siguiente ecuacion.

Xn

Y= )
X"+ K

Donde

Y = grado de hemdlisis
X = concentracion del complemento o cultivo filtrado

nyK = ctes.

Para aplicar la ecuacion anterior a la titulacion del complemento debera despejarse a

X quedando:

2]



La ecuacion 2 es la descripcion matematica de una curva sigmoide. La
transformacion logaritmica de la ecuacion de Von Krogh da una ecuacion que

representa una linea recta:

log X =log K+ 1/n log——— (3)

1-n

Considerando que la ecuaciéon general de una recta es:

y=mx+b
tenemos:
y = log x
b =log K
m=1/n
Y
x = log
1-n

Con datos experimentales y aplicando la ecuacion 3 podemos determinar la
concentracion de complemento o en nuestro caso cultivo filtrado expresada como

nuamero de unidades 50% hemodliticas por mL de suero o cultivo filtrado.?®

22



2.3. NEUTRALIZACION

El principio de la prueba de neutralizacién se basa en la capacidad de un antisuero
apropiado para disminuir o abolir alguna propiedad biolégica del antigeno que no
sea su antigenicidad, su toxicidad, su infectividad para células o animales de
laboratorio, o su actividad enzimatica. La prueba de antiestreptolisina O (ASO) es
una prueba de neutralizacion. La estreptolisina es un agente hemolitico producido
por estreptococos del grupo A y también es antigénica. Los anticuerpos que
aparecen en el suero de una persona por una infeccion de estreptococos del grupo

A neutralizaran esta propiedad hemolitica. ©
Neutralizaciéon de las toxinas

Los anticuerpos antitoxinas neutralizan de manera especifica los efectos bioldgicos
de las toxinas. De esta manera se puede neutralizar la inflamacion o el efecto letal
de las toxinas en el animal mediante inyeccién de un suero antitoxinas. La
neutralizacion de las toxinas también puede observarse in vivo en el hombre.

Asi los sujetos que tienen antitoxinas no presentan la reaccion inflamatoria
comunmente observada después de la inyeccion intradérmica de una baja dosis de
toxina. Este es el principio de las reacciones de Schick (para la difteria) y de Dick

(para la escarlatina).®

2.4. CUANTIFICACION DE ENTEROTOXINA POR EL METODO DE ASA LIGADA
DE CONEJO

Las enterotoxinas causan una alteracion de la actividad metabolica de las células del
epitelio intestinal que provoca una liberacion de electrolitos y liquido en el lumen,
actlan principalmente en el yeyuno y primera porcion del ileon donde se produce la
mayor parte del transporte del liquido. Las heces de los pacientes causadas por una
enterotoxina que compromete al intestino delgado son profusas y acuosas y la
presencia de neutréfilos polimorfonucleares y la sangre son caracteristicas

prominentes.®
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El asa ligada de conejo es una prueba clasica para la deteccion 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 de sutura se ligan diversos
segmentos de ileon de unos 10 cm de longitud, de manera que parezca una ristra de
chorizos. Mediante una jeringa y aguja se inyectan en el lumen de distintas
secciones volumenes iguales de filtrado de cultivo en estudio, un filtrado positivo
conocido y un control negativo solo con el medio de cultivo. El ileon es reintroducido

en el abdomen del conejo y se cierra la incision. 3

Luego de un periodo de 18 horas se sacrifica el conejo y se examinan las asas
intestinales. Aquellas que reciben enterotoxinas se encuentran distendidas con
liguido que ha sido secretado al interior del asa, mientras que las que no han
recibido enterotoxina, se mantienen como los controles, sin presentar ninguna
distension. En un mismo conejo pueden probarse varios materiales diferentes.

Una unidad asa (loop) por mL (Lu/mL) se define como la dilucién reciproca de toxina

causante de la acumulacién de fluido de al menos 1 mL/cm de intestino. 3
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La patogenicidad de Aeromonas es debido principalmente a las toxinas
extracelulares que producen durante su crecimiento; debido a que no se cuenta con
un método comercial para saber si la cepa de Aeromonas es 0 no toxigénica y el
grado de toxigenicidad de ésta, se propone un método hemolitico de difusion radial
simple para determinar si esta presente o no la toxina aerolisina en un cultivo filtrado

de Aeromonas aislada de una muestra de agua potable.
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OBJETIVOS

1. Obtener los cultivos filtrados de las cepas de Aeromonas cultivados en caldo
BHI con condiciones especificas de temperatura, tiempo y agitacion.

2. Cuantificar por microtitulacién la capacidad de hemodlisis de los cultivos
filtrados de Aeromonas sobre eritrocitos de rata.

3. Determinar las unidades 50% hemoliticas del culitivo filtrado de A. hydrophila
ATCC 7966 segun la técnica de Kent y Fife para la determinacién de
complemento.

4. Realizar una curva estandar de unidades 50% hemoliticas vs. halos de
inhibicion con el cultivo filtrado de A. hydrophila ATCC 7966 por el método de
difusién radial simple.

5. Determinar las unidades 50% hemoliticas de los cultivos filtrados de A.
hydrophila. A. sobria A. jandaei y A. caviae por difusion radial simple.

6. Cuantificar el titulo de neutralizacion del antisuero aerolisina por medio de
microtitulacion en placa.

7. Detectar aerolisina en cultivos filtrados de Aeromonas por difusion radial
simple.

8. Evaluar el efecto enterotoxigénico de los cultivos filtrados de Aeromonas en
conejos de Nueva Zelanda por medio de la prueba asa ileal ligada de conejo,

midiendo |la cantidad de edema producido.

HIPOTESIS
La determinacion de la actividad de aerolisina por el método hemolitico de difusion

radial simple debe ser similar a la actividad encontrada por la técnica convencional

de unidades 50% hemoliticas.
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DISENO DE INVESTIGACION

TIPO DE ESTUDIO

Prospectivo, descriptivo, transversal y observacional.

POBLACION

Para aplicar a cultivos de Aeromonas aisladas de muestras de agua.

CRITERIOS DE INCLUSION

Cultivos filtrados de cepas puras de A. hydrophila, A. sobria, A.caviae y A. jandaei

caracterizados previamente y aisladas de muestras de agua.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Cepas que no posean las caracteristicas fenotipicas, la morfologia colonial y

microscopica de Aeromonas.

CRITERIOS DE ELIMINACION

Todo cultivo contaminado de Aeromonas.

VARIABLES INDEPENDIENTES

Purificacion y caracterizacion de las cepas de Aeromonas
Condiciones de incubacion de los cultivos de Aeromonas
Obtencion de los cultivos filtrados libre de células de Aeromonas
Suspensiones de eritrocitos de rata no hemolisados

Preparacion de cajas de agarosa con eritrocitos

Diluciones
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Manejo de pipetas

VARIABLES DEPENDIENTES

Numero de ensayos

Lisis de los eritrocitos de rata que cada cultivo filtrado de las diferentes cepas de

Aeromonas provoca.

Cepas productoras de aerolisina

MATERIALES

EQUIPO

Agitador Vortex-Genie

Balanza analitica max 160 g. d=0.1
Balanza granataria Triple Beam Balance de
2610 g. de capacidad

Centrifuga

Incubadora con agitacion y temperatura
controladas

Centrifuga IEC B-20

Incubadora

Microscopio éptico

Placa de agitacion

Incubadora con sistema de circulacién 253

MATERIAL DE VIDRIO

Cajas petri de vidrio

Matraces Erlenmeyer de 500 mL
Probetas de 2000 mL.

MARCA

Scientific Industries, NC.
Mettler H80
OHAUS

Solbat. Aparatos cientificos

New-Brunswick scientific

Damon IEC division
RIOSSA

Zeizzer

Bellco Glass Inc.

Precisiéon

MARCA

Pyrex y Kimax

Pyrex

Pirex
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Matraces volumétricos de 50, 100 y 1000 mL.
Pipetas graduadas de vidriode 1, 5y 19 mL
Portaobjetos

Tubos de ensayo de 12X75, 13X100 y 18X150 mm.

Vasos de precipitado de 20,100,250,500 y1000 mL.

MATERIAL DE PLASTICO

Camisas para IEC B-20 A centrifuge

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

Puntas eppendorf para carga de muestra en geles

Puntas desechables de 200 y 1000 microlitros

MATERIAL BIOLOGICO

Aeromonas hydrophila ATCC 7966
6 cepas de Aeromonas hydrophila
2 cepas de Aeromonas sobria
2 cepas de Aeromonas caviae

1 cepas de Aeromonas jandaei

ANIMALES DE LABORATORIO

Ratas

Conejos

Pirex

Pirex

Corning

Pyrex y Kimax

Pirex

MARCA

Inter-Med Nunc y Corning

Sigma-Eppendorf
Sigma-Eppendorf

ESPECIE

Winstar

Nueva Zelanda blanco
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MATERIAL ESTERIL MARCA

Filtros estériles de plastico Nalgene
Membranas celulares de 0.22 micras Millipore
frascos de plastico estéril para cuiltivo celular Nunclon

de 30 y 250 mL.
Jeringas de plastico desechables de 1, 3y 10 mL. Plastipack

Tubos de plastico estériles de 12X75 con tapon Qfalcon. Becton Dickinson

MATERIAL ESPECIAL
Pipeta automatica tipo Eppendorf de 5-40 microlitros Finnpipette

Pipetas automaticas tipo eppendorf Costar

de 50 microlitros para 8 puntas

MATERIAL Y EQUIPO DE DISECCION

Hojas de bisturi estéril y desechable Mango para bisturi No. 4
Tijeras porta aguja Mayo-Hegar de 18 cm Tabla de diseccion
Tijeras de diseccién con punta roma Pinzas de diseccion de 14.5 cm

Pinza de diseccion con dientes de ratdon de 14 cm

AGUJA ATRAUMATICA 1/2 CIRCULO REDONDA

CON HILO

Caracteristicas det hilo: Tipo

B-5 26mm-Hilo seda american negra trenzada tratada Seda American

con silicén, estéril no absorbible calibre 00 75¢cm

T-5 Hilo quirargico estéril crémico calibre 00 67 cm  CatGut Davis& Geck
3/8 19 mm Hilo monofilamento azul 3-0 nylon estéril  Atramat

no absorbible calibre 00 45

30



REACTIVOS

Acido clorhidrico HCI

Acido citrico Hs Cg Hs O7 H,0

Citrato de sodio Nas Cg Hs O; 2H, O
Cloruro de sodio NaCl

Dextrosa Ce Hq2 Og

Gelatina U.S.P.

Hidroxido de sodio NaOH
Tris-hidroxi-amino-metano (HOCH; JCNH,

MARCA

EM Science
J.T. Baker Analyzed

Técnica Quimica S.A.

Técnica Quimica S.A.

J.T.Baker Analyzed
J.T..Baker Analyzed
Merck

Sigma grado reactivo
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DIAGRAMA DE FLUJO

Obtencidén de los cultivos Determinacion del titulo de los

filtrados de Aeromonas m cultivos filtrados de Aeromonas por

hydrophila ATCC 7966 y
de diferentes especies de
Aeromonas.

!

Cuantificacion de
enterotoxina por el método
de asa ligada de conegjo.

microtitulacion.

!

Determinacién de las unidades
50% hemoliticas del cultivo
filtrado estandar de Aeromonas
hydrophila ATCC 7966 por
medio de la técnica Kent y Fife
para determinacion de

Deteccién de aerolisina en
cultivos filtrados de
Aeromonas por difusién radial
simple.

complemento.

Determinacion de las unidades
50% hemoliticas del cultivo
filtrado de referencia (A.
hydrophila ATCC 7966) por un
meétodo hemolitico de difusion

radial simple.

Determinacién de las unidades
50% hemoliticas de cultivos
filtrados problema de
Aeromonas por difusion radial

simple.

Determinacion de la actividad

@ neutralizante del suero
antiaerolisina por

microtitulacion.
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METODOS

Obtencion de los cultivos filtrados de cepas de Aeromonas previamente purificadas.

1. Sembrar por estria |las cepas de A. hydrophila, A.sobria, A. caviae, A. jandae y
A. hydrophila ATCC 7966 en tubos inclinados de AST. Incubar a 35° C por 24
h.

2. Cosechar los cultivos e inocular en matraces Erlemeyer de 500 mL con 200
mL de Caldo BHI. Incubar a 22° C con agitacién de 150 rpm durante 19 h.

3. Ajustar las suspensiones al 1.0 de absorbancia a 650 nm utilizando solucion
salina como blanco.

4. Separar el sobrenadante de la biomasa de los cultivos, centrifugando a
10,000 rpm durante 30 min en una centrifuga refigerada.

5. Filtrar los sobrenadantes con membranas estériles de 0.22 pc.

Cuantificacion enterotdxica de los cultivos flitrados de Aeromonas por el método de

asa ligada de conejo.

1. Se realiza en un conejo Nueva Zelanda blanco que tenga un peso corporal
entre 1.3 — 2.3 kg.

2. Aplicar como anestésico general pentobarbital sodico (anestosal Pfizer) a una
dosis de 1 mL por cada 2.5 kg de peso por via intravenosa abrir cavidad
peritoneal y extraer intestino delgado para localizar ileon.

3. Del tramo que se va a ligar se hacen 9 segmentos. Inocular alternando un
segmento con cultivo filtrado y otro con caldo BHI estéril.

4. Una vez terminada la inoculacién se procede a suturar la region abdominal.
Desinfectar la region y dejar el conejo en recuperacion.

5. Sacrificar el conejo después de 16-18 h 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 el asa ligada.
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6. Medir el volumen del liquido acumulado, una acumulacion de 0.5 mL / cm o

mas se reporta como prueba positiva, un fluido sanguinolento indica probable

destruccién de la mucosa.

Determinacion del titulo de hemalisis de los cultivos filtrados de Aeromonas por

microensayo.

. Colocar 50 uL de amortiguador (Tris-gelatina-cloruro de sodio) en cada uno

de los pozos de la placa de microtitulacion.

. Adicionar 50 plL del cultivo filtrado (concentrado) al primer pozo de las filas y

hacer diluciones mezclando bien 5 veces hasta llegar al pozo 11.

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

[ncubar a 35° C por 10 min y leer el titulo de hemolisis.

Determinacion de las unidades 50% hemoliticas del cultivo filtrado de A.hydrophila

ATCC 7966 por medio de la técnica modificada de Kent y Fife.

1.

Lavar los glébulos rojos de rata por centrifugacion a 2000 rpm por 5 min con
solucion salina.

Ajustar la suspension de globulos rojos de rata, colocando en un tubo de
13X100, 0.6 mL de la suspension de eritrocitos en amortiguador (Tris-
gelatina-cloruro de sodio) y adicionar 1.4 mL de agua destilada, la densidad

optica a 545 nm debera ser de 0.8, usando como blanco agua destilada.

3. Preparar las siguientes diluciones de los cultivos filtrados de Aeromonas.
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Dilucion 1:25 0.2 mL del cultivo filtrado + 4.8 mL de TRIS
Dilucién 1:50 2.5 mL de la dilucién 1:25+ 2.5 mL de TRIS
Dilucién 1:100 2.5 mL de la dilucién 1:50 + 2.5 mL de TRIS

4. Colocar en una gradilla 12 tubos de 13X100, 4 para cada dilucién mas 2 tubos

(tubo negativo y tubo positivo). Realizar una serie para cada dilucion.

Tubo 1 2 3 4 Testigo (+)|Testigo (-)
Cultivo filtrado| 0.5mL | 0.35mL | 025mL | 0.15mL | OmL 0mL
amortiguador | 0.4mL | 0.55mL | 0.65mL | 0.75 mL 0mL 0mL
GRR 0.8 abs.| 0.6 mL 0.6 mL 0.6 mL 0.6 mL 0.6 mL 0.6 mL

5. Mezclar perfectamente e incubar a bafio Maria 30 min a 37° C con agitacion
constante.

6. Transcurrido el tiempo de incubacion retirar los tubos del bafio y adicionar 0.5
mL de TRIS frio para detener la reaccién, excepto al tubo testigo positivo que
se |le adiciona 1.4 mL de agua destilada.

7. Centrifugar los tubos a 2000 rpm 5 min y decantar el sobrenadante sobre un
tubo limpio y leer la densidad éptica a 545 nm usando como blanco el testigo
negativo y como 100% de lisis |a lectura del testigo positivo.

8. Graficar sobre un papel semilogaritmico de probitas.
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Determinacion de las unidades 50% hemoliticas de cultivos filtrados de diferentes

cepas de Aeromonas y del cultivo de referencia Aeromonas hydrophila ATCC 7966

por difusion radial simple.

Preparar placas para difusion radial simple con 1.4 mL de agarosa al 0.8% vy
600 pL de una suspension de eritrocitos de rata al 0.8 de absorbancia y hacer
6 pozos en cada placa.

Preparar las diluciones de la curva estandar.

Colocar 100 puL del cultivo filtrado de Aeromonas hydrophila ATCC 7966 en el

primer pozo de la fila A de una placa de microtitulacion.

. Adicionar 50uL de amortiguador (Tris-gelatina-cloruro de sodio) a los

siguientes 3 pozos.

Agregar 50 pL del cultivo filtrado sin diluir al pozo no. 2 y hacer diluciones
mezclando bien 5 veces hasta llegar al pozo 4, quedando asi las siguientes
concentraciones: sin dituir, 1:2, 1:4 y 1:8.

Hacer diluciones 1:4 del cultivo estandar (Aeromonas hydrophila ATCC 7966)
y de los culitivos filtrados problema.

Usar 9 placas para la curva estandar, 3 para cada concentracion, excepto
para la concentracion 1:4 con la cudl se llenan 3 pozos de cada placa. De
esta manera en las 9 placas habra 27 zonas de hemdlisis para la
concentracion 1:4 y 9 zonas de hemolisis para cada una de las otras 3
concentraciones tipo, cada pozo se llena con 3 ul.

Usar 3 placas para cada muestra problema cada una tiene 6 pozos los cuales
se llenan alternando 3 con la dilucion 1:4 del cultivo filtrado estandar y 3 con
la dilucién 1:4 del cultivo filtrado problema. De esta manera habra 9 zonas de
hemdlisis tanto para la dilucion estandar como para la muestra problema.
Cada pozo se llena con 3 ulL.

Incubar todas las placas a 35° C por 30 min.

.Medir los diametros de hemodlisis por medio de una regla con divisiones de

milimetros.
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Determinacion de la actividad neutralizante del suero antiaerolisina por

microtitulacion.

1. Colocar 50 pL de amortiguador (Tris-gelatina-cloruro de sodio) en cada uno
de los pozos de la placa de microtitulacion de la fila A.

2. Adicionar 50 pL del suero antiaerolisina al primer pozo de la fila A y se va
diluyendo, mezclando bien 5 veces hasta llegar al pozo 11.

3. Adicionar 50 pL de la dilucién 1:4 del cultivo filtrado y agitar suavemente.

4. Incubar a 35°C por 30 min.

5. Adicionar 50 pL de una suspension de gldbulos rojos de rata en amortiguador
al 0.8 de absorbancia a 545 nm.

6. Incubar a 35° C por 60 minutos.

Deteccion de aerolisina en cultivos filtrados de Aeromonas por difusion radial simple.

1. Preparar un juego de 3 placas con 1.4 mL de agarosa al 0.8% y 0.6 mL de
una suspension de eritrocitos de rata al 0.8 de absorbancia por cada muestra
problema a analizar.

2. Hacer 6 perforaciones a cada placa con un horadador metalico.

3. Preparar tas mezclas de suero antiaerolisina con cultivos filtrados problema
de diferentes géneros de Aeromonas y la cepa de referencia (Aeromonas
hydrophila ATCC 7966).

4. Adicionar 50 uL de la dilucién del suero antiaerolisina (una menos que el titulo
de neutralizacién) a cada pozo de la fila A de una placa de microtitulacion.

5. Adicionar 50 pL de la dilucién correspondiente a 4UH de cada cultivo filtrado
de Aeromonas a cada uno de los pozos de la fila A.

6. Mezclar suavemente e incubar a 35° C por 30 min.
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. Por cada cultivo filtrado problema emplear 3 placas de difusidn radial simple,
llenando 3 pozos con 3 ulL del cultivo filtrado problema y 3 con 3 pL del cultivo

estandar de manera alterna.

8. Incubar a 35° C por 30 min.

9. Leerlos halos de hemolisis.

38



RESULTADOS

Tabla 1.Titulo de hemdlisis por aglutinacién de los cultivos filtrados de
Aeromonas spp. por microensayo

Clave Nombre titulo de hemolisis
N 1 A. hydrophila 9
2 A. caviae 9
3 A. sobria 7
4 A. hydrophila 7
5 A. caviae 6
6 A. hydrophila 9
7 A. hydrophila 0
8 A. hydrophila 6
9 A. jandai 0
17 A. sobria 6
18 A. hydrophila 9
24 A. hydrophila 9
R. A. hydrophila 9




Tabla 2. Determinacion de las unidades 50% hemoliticas del cultivo
filtrado de Aeromonas hydrophila ATCC 7966 por medio de la técnica
modificada de Kent y Fife.

1. Absorbancia de la suspension de eritrocitos 0.791

2. Dilucion 1:25 del cultivo filtrado

mL de Dilucién Absorbancia % de Hemolisis
0.50 0.874 110.49
0.35 0.828 104.67
0.25 0.800 101.13
0.15 0.687 86.85

3.Dilucidon 1:50 del cultivo filtrado

mL de Dilucién Absorbancia % de Hemolisis
0.50 0.815 103.03
0.35 0.808 102.14
0.25 0.747 94.43
0.15 0.406 51.32

4 Dilucion 1:100 del cultivo filtrado

mL de Dilucién Absorbancia % de Hemdlisis
0.50 0.750 94.81
0.35 0.684 86.47
025 |7 os20 | 6573
0.15 0.180 2275

5. La construccion de la curva se hizo con los resultados de la

dilucion 1:100 (mL del cuitivo fiitrado de referencia vs. Absorbancia).



Figura 1. Muestra las hemdlisis de las diferentes diluciones del cultivo filtrado de
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 determinada por medio de la técnica
modificada de Kent y Fife.
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1.5 4

mL de cultivo filtrado (1:100)
N
[8,]

195 60.5 855 95

% de hemolisis

Grafica 1. % de hemolisis de las diferentes diluciones del cultivo filtrado
de referencia A. hydrophila ATCC 7966por el método de Kent y Fife.
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Tabla 3. Unidades 50% hemoliticas de cultivos filtrados de Aeromonas por difusion radial simple.

CULTIVO REFERENCIA DE Aeromonas hydrophila ATCC 7966

Diluciéon 1:8 1:4 1:2 1:4 sid 1:4
US50%H | 56.75 227 113.5 227 454 227
LOG 1.753 | 2.054 2356 | 2.054 2.657 2.054
U50%H
25 35 40 35 55 35
CAJA 1 20 35 45 35 55 35
30 35 45 35 55 35
25 35 50 35 60 35
CAJA 2 25 35 45 35 55 35
25 35 45 35 55 35
25 35 45 35 50 35
CAJA3 25 30 45 30 55 35
25 35 45 40 55 35
X 25 40 45 35 55 35
CEPA2 CEPA3 CEPA 4 CEPAS
|A.caviae A. sobria IA. hydrophila |A.caviae
Pb St Pb St Pb St Pb St
35 35 30 35 30 35 25 35
CAJA 1 40 35 30 35 30 35 25 35
30 35 30 35 30 35 25
35 30 35 35 30 35 25 35
CAJA2 35 35 30 35 30 35 25 35
35 35 35 35 30 35 25 35
35 35 30 35 30 35 25 35
CAJA3 35 35 30 35 30 35 30 40
35 40 30 35 30 35 20 30
X 35 35 30 35 30 35 25 35
CEPA 6 CEPA7 CEPA S8 CEPA9
. hydrophila A. hydrophila |A. hydrophila A. caviae
Pb St Pb St Pb St Pb St
25 35 0 35 25 35 25 35
CAJA1 25 35 0 35 30 30 25 35
25 35 0 35 20 40 25 35
25 35 0 35 25 35 25 35
CAJA2 25 35 0 35 25 35 25 35
25 35 0 35 25 35 25 35
25 35 0 35 25 35 25 35
CAJA3 25 35 0 35 25 35 30 40
25 35 0 35 25 35 20 30
X 25 35 0 35 25 35 25 35
CEPA17 CEPA 18 CEPA 24 CEPAR
A.sobria |A. hydrophila \A. hydrophila |A. hydrophila
Pb St Pb St Pb St Pb St
25 35 35 35 35 35 35 35
CAIA 1 25 5 35 35 35 35 35 35
25 35 35 35 35 35 35 35
25 35 35 35 35 35 35 35
CAJA 2 25 35 35 35 35 35 35 35
25 35 35 35 35 35 35 35
25 35 35 35 35 35 35 35
CAJA 3 25 35 35 35 35 35 35 35
25 35 35 35 35 35 3% | 35
X 25 35 35 35 35 35 35 [ 35
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Grafica 2. Unidades 50% hemoliticas del cultivo filtrado de referencia de
A. hydrophila ATCC 7966 por difusion radial simple.
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Tabla 4. Unidades 50% hemoliticas de los cultivos filtrados

NUmero de Cepa Titulo de Hemdlisis Dilucién 1:4 | log U50% H U50% H
cepa por hemaglutinacion |mm de lisis

1 IA. hydrophila 9 35 2.05 448.8
2 lA. caviae 9 35 2.05 448.8
3 |A. sobria 7 30 1.88 303.9
4 . hydrophila 7 30 1.88 303.9
5 IA. caviae 6 25 1.74 219.8
6 \A. hydrophila 9 35 1.74 4488
7 IA. hydrophila 0 - - -

8 IA. hydrophila 6 25 1.74 219.8
9 A. jandaei 0 - - -

17 lA. sobria 6 25 1.74 219.8
18 |A. hydrophila 9 35 2.05 448.8
24 lA. hydrophila 9 35 2.05 448.8
R \A. hydrophila 9 35 2.05 448.8

Tabla 5. Actividad neutralizante de! suero antiaerolisina

Dilucion del cultivo filtrado de A. hydrophila ATCC 7966: 0.1 mL en 5.6 mL.

Testigo negativo: buffer + cultivo filtrado + susp. de eritrocitos

1 2 3 45 6 7 8 9 10

0000000000
0000000000

Titulo del suero antiaerolisina 1:32
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Tabla 6. Deteccién de Aerolisina en cultivos filtrados de Aeromonas spp. por difusion

radial simple

Dilucion del suero Antiaerolisina 1:32

Dilucién de los cultivos filtrados 4UH

cepa 2 cepa 3 cepad Cepa s
A. caviae A. sobria A. hydrophila A. caviae
Pb St Pb St Pb St Pb St
Caja 1 0 35 30 35 0 35 25 35
0 35 30 35 0 35 25 35
0 35 30 35 0 35 25 35
Caja 2 0 35 30 35 0 35 25 35
0 35 30 35 0 35 25 35
0 35 30 35 0 35 25 35
cepa 6 cepa 8 cepa 17 cepa 18
A. hydrophila A. hydrophila A. sobria \A. hydrophila
Pb 0 Pb St Pb St Pb St
Caja1 25 35 25 35 0 35 0 35
- - 25 35 0 35 0 35
25 35 - - 0 35 0 35
Caja 2 25 35 25 35 0 35 0 35
25 35 25 35 0 35 0 35
25 35 25 35 0 35 0 35
cepa 24 cepa R
A. hydrophila A. hydrophila Tres cepas de A. hydrophila una cepa de
Pb St Pb St |A. sobria y una de A. caviae producen
Caja 1 35 35 0 35 |Aerolisina que es neutralizada por el
35 35 0 35 |antisuero.
35 35 0 35
Caja 2 35 35 0 35
35 35 0 35
35 35 0 35
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Tabla 7. Actividad de aerolisina reportada como unidades 50% hemoliticas usando

globulos rojos de rata.

Media error estandar de las

Porcentaje de cepas que

Cepa unidades 50% H Presentaron actividad
A. hydrophila n= 10 366.5+/- 47.97 9/10 = 90%

A. caviae n=2 334.3+/-114.5 2/2 = 100%

A. sobria n=2 261.85+/- 42.05 2/2 =100%

A. jandaei n=1 no mostré actividad 0/1=0%

Tabla 8. Los mililitros de liquido infiltrado en los segmentos, se presentan corregidos,

se les rest6 el fondo desarrollado por los testigos.

Cepa

Media error estandar de los

mililitros de infiltrados

Porcentaje de enterotoxigenidad

A. hydrophila n= 10

A. sobria n= 2
A. caviae n=2
A. jandaei n=1

3.25+/-0.58

2.65+/-1.35

1.10+/- 0.50
25

9/10 = 90%
2/2 =100%
2/2 =100%
1/1 = 100%
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Figura 2. Liquido acumulado extraido de las asas de ileon ligado de conejo después

de 18 horas de inoculado con cultivos filtrados de Aeromonas. Conejo 1.



Figura 3. Ligquido acumulado extraido de las asas de ileon ligado de conejo

después de 18 horas de inoculado con cuitivos filtrados de Aeromonas. Conejo 2.

Figura 4. Liquido acumulado extraido de las asas de ileon ligado de conejo

después de 18 horas de inoculado con cultivos filtrados de Aeromonas. Conejo 3.
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Figura 5. Muestra los diferentes segmentos de ileon de conejo ligado después de
18 horas de haber sido inoculado. Conejo 1.

Figura 6. Muestra los diferentes segmentos de ileon de conejo ligado después de 18
horas de haber sido inoculado. Conejo 2.
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‘igura 7. Muestra el dafio de la mucosa causada por Aeromonas productoras de
ierolisina.



ANALISIS DE RESULTADOS

El presente trabajo se baso principalmente en determinar presencia de aerolisina en
cultivos sobrenadantes de Aeromonas spp. porque es uno de los principales
indicativos de patogenicidad, esto de acuerdo con los datos que se encuentran en la

literatura, principalmente los de Chakraboty y col. '°

quienes estudiaron el papel de la
aerolisina en infecciones sistémicas, y usaron cepas de Aeromonas hydrophila con
marcadores mutagénicos que no produjeron aerolisina y son mucho menos
toxigénicas que las cepas originales, eilos también detectaron que a los ratones que
se les suministré antisuero aerolisina sobrevivieron a la infeccion. En estudios

posteriores, Vadivelu y coi. *3

encontraron que la toxina fue producida por todas las
cepas que fueron empleadas de pacientes con bacteremia y ninguna de las cepas

produjo enterotoxina.

Se identifico aerolisina en cultivos sobrenadantes de tres cepas de Aeromonas
hydrophila, (30% del total de las muestras), una de Aeromona sobria (50%) y una de
Aeromona caviae (50%) con la técnica de difusion simple para contribuir con una
técnica que determine aerolisina, ya que muchos de los estudios experimentales no
han sido lo bastante especificos para diferenciar las sustancias que producen
Aeromonas. Los ensayos basados en la hemodlisis, citoxicidad o acumulaciéon de
fluidos pueden o no detectar aerolisina y muchos estudios no pueden distinguir la
toxina de ofras proteinas existentes debido a que la aerolisina no es el unico
producto extracelular que produce Aeromonas spp, l0os ensayos que proceden de la
hemolisis pueden dar resultados equivocos, por ejemplo la lipasa también causa

hemolisis. 2

Al emplear el método de difusion radial simple para determinar la presencia de

aerolisina disminuimos el tiempo y costo de andlisis, ya que se analizamos 12
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cultivos a la vez, construyendo una curva de referencia con un cultivo sobrenadante

de Aeromonas con unidades 50% hemoliticas conocidas y productora de aerolisina.

La aerolisina es una de las mas potentes toxinas citoliticas, se requieren
concentraciones bajas para lisar células sensibles. Se emple6 eritrocitos de rata, ya
que esta especie es la mas sensible a la toxina, asi lo demostraron Bernheimer y

® al darse cuenta que concentraciones por debajo de 107" M son necesarios

col.
para lisar eritrocitos de rata en 1 h, las células humanas son las que le siguen en
sensibilidad ya que se requieren concentraciones de 108 M.

La aerolisina y la GCTA (enterotoxina) son liberadas como protoxinas, la
proaerolisina es incapaz de formar canales, sin embargo la proaerolisina y la
aerolisina pueden llegar a matar células. Howard y Buckley 2 demostraron que los
eritrocitos de rata son los mas sensibles a la aerolisina porque contienen un receptor

glicoproteina que es altamente afin a la toxina y a la protoxina.

La prueba de enterotoxicidad en asa ligada de conejo nos dio una idea del grado de
toxicidad de las cepas, aunque desafortunadamente la presencia de aerolisina en la
mayoria de los cultivos sobrenadantes de Aeromonas contindan causando confusion
en estudios de la presencia y/o propiedades de enterotoxinas citotoxicas. Lujungh y
col. ?” quienes obtuvieron una preparacion parcialmente purificada de A. hydrophila
que esta libre de la actividad citolitica (aerolisina) y la cual causa secrecion del fluido
intestinal sin dafio en la mucosa en la prueba de asa ligada de conejo y rata.

Experimentalmente encontramos que las cepas que causaron dafio a la mucosa son
productoras de aerolisina, el fluido intestinal producido después de administrar el

cultivo sobrenadante fué sanguinolento y hubo inflamacion de la mucosa.

53



CONCLUSIONES

Se alcanzaron los objetivos planteados al detectar aerolisina en cultivos filtrados de
Aeromonas por el método de difusién radial simple permitiéndonos conocer el grado

de patogenicidad de las cepas.

Se determinaron las unidades 50% H de un cultivo filtrado de Aeromonas hydrophila
productora de aerolisina con la técnica de Kent y Fife para construir una curva

estandar y determinar las U50% H de los cultivos filtrados problema.

Con el metodo de difusion radial simple se analizaron 12 muestras a la vez,
reduciendo asi costo y tiempo de analisis; asi como contribuir con un método

alternativo para determinar grado de patogenicidad en Aeromonas spp.

Los resultados de la prueba de enterotoxinas por el método de asa ligada de conejo
corresponden con los de las U50%H siendo las mas patdgenas

A. hydrophila con una media de 366.5 U50%H/mL y un volumen de liquido infiltrado
de 3.25 mL; A. caviae con 334.3 U50%H y 2.65 mL; A. sobria con 261.8 U50%H y
1.1 mL.
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PROPUESTAS
1. Identificar el género en especies aisladas de muestras clinicas de diarrea acuosa.
2. ldentificar el cuadro clinico de enfermedades causadas por Aeromonas spp.

durante los meses de verano, que es cuando las infecciones causadas por este

microorganismo se incrementan.*
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ANEXOS

MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS

Caldo BHI (Infusién cerebro partido)
Infusion de cerebro de ternera
Infusién de partido

Peptona proteasa Bacto

Dextrosa Bacto

Cloruro de Sodio

Fosfato de Sodio

Disolver 37 g en 1000 mL de agua destilada, esterilizar a 121 por 15 min.
PH final 7.4 0.2a25C.

Agar CASO (Soya tripticaseina)
Peptona de caseina

Peptona de harina de soya
Cloruro sédico

Agar-agar

Disolver 40 g en 1000 mL de agua destilada, esterilizar por autoclave
a 121 Cpor 15min. pHfinal 7.3 0.2a25 C.
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PREPARACION DE SOLUCIONES

Solucién de Alsever formula para 100 mL
Dextrosa 2.05¢g

Citrato de Sodio (2 HO) 0.8g

acido citrico (HO) 0.055¢g

Cloruro de Scodio 0.420 g

Agua destilada 100 mL

Esterilizar esta solucion en autoclave a 10 Ib. de presion durante 15 min.

E!l pH debera ser de 6.1 ajustar con acido citrico al 10% o con NaOH 0.1 N.

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

Nota: No debera usarse pasadas 4 semanas de su recoleccion

Buffer TRIS 0.01 M pH 7.2 -NaCl 0.145 M -Gelatina al 2%.

fébrmula para 1000mL

TRIS (hidroxiaminometano) 121g
Cloruro de sodio 8.41¢g
Gelatina 20g

Disolver la gelatina en 100 mL de agua destilada y calentar hasta punto
de ebullicion y completa disolucién. Disolver el TRIS y el NaCl en agua

destilada, adicionar la gelatina y aforar a 1000 mL con agua destilada.

Solucioén salina isotonica al 0.85%
Cloruro de sodio 85¢g
Agua destilada 1000 mL
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