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RESUMEN

A partir de una cepa de A. hydrophila aislada de un brote de enfermedad septicémica en
Tilapia nilótica (Piaractus brachypomusoreochromis niloticus), se obtuvieron extractos de lipo-
polisacárido (LPS) crudo (29,5 mg/ml) y semipurificado (106,5 mg/ml) mediante la
técnica fenol-agua caliente descrita por Westphal, Jann (1965). La presencia de proteína
fue del 2,3% para el extracto crudo y de 0,1% para el semipurificado; la concentración
de polisacáridos osciló entre el 15 y 26%. En electroforesis (SDS-PAGE) se observaron
bandas de 14 Kd correspondientes al oligosacárido central y al lípido A del LPS. Tres
ratones de 25-35 g fueron inoculados intraperitonealmente con 25 mg/Kg de LPS cru-
do, a partir de la primera hora todos los animales mostraron erizamiento, taquipnea e
inapetencia; microscópicamente se detectó congestión hepática y pulmonar, hemorra-
gias pulmonares y renales, marginación leucocitaria en hígado y pulmón con predomi-
nio de polimorfonucleares neutrófilos (PMN) en todos los animales, mostrando un
mayor efecto que el control inoculado con LPS de E. coli (Sigma®) a la misma concen-
tración. In vitro el LPS crudo a concentración de 10, 20 y 30 µg/ml indujo proliferación
de células mononucleares murinas (2,0 x 105 en 200 µl de medio DMEM) por incorpo-
ración de timidina tritiada; tanto el LPS control (E. coli), como el LPS crudo de A.
hydrophila mostraron cuentas por minuto (CPM ) ascendentes de manera dosis depen-
diente, el LPS de A. hydrophila desencadeno una proliferación muy similar a la inducida
por el control.

Palabras clave: lipopolisacárido (LPS), Aeromonas hydrophila, peces, endotoxemia, pro-
liferación de mononucleares.
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ABSTRACT

Aeromonas hydrophila isolated from a septicemic disease outbreak in tilapia (Piaractus
brachypomusoreochromis niloticus) was used to prepare crude (29.5 mg/ml) and
semipurified (106.5 mg/ml) lipopolysacharide extracts (LPS) based on the phenol-hot
water protocol (Westphal and Jann, 1965). Protein contents were 2.3% and 0.1% for
the crude and the semipurified extracts, respectively, while the polysacharides ranged
from 15 to 26%. SDS-PAGE showed 14 Kd bands for the central oligosacharide and
lipid A of the LPS. Mice (n=3) (25 ~ 35 g) that were intraperitoneally injected (25 mg
crude LPS) showed after the first hour bristled fur, tachypnea and loss of appetite.
Congestion (liver, lung), hemorrhages (kidney, lung), leukocytes margination -mainly
PMN neutrophils- (liver, lung) were the most remarkable microscopic features. These
effects were more evident than those found in controls injected with E. coli LPS
(Sigma®). Crude LPS at 10, 20 and 30 mg/ml induced In vitro proliferation of murine
mononuclear cells (2 x 105 in 200 ml DMEM) by use of tritiated thymidine. Both the
crude A. hydrophila and the control E. coli LPS extracts showed dosed-dependent
increasing counts per minute. The A. hydrophila LPS elicited a proliferation very similar
to the one induced by the control. 

Key words: Lipopolysacharide (LPS), A. hydrophila, fish, endotoxemia, mononuclear
proliferation.

INTRODUCCIÓN

La Aeromonas hydrophila es un cocobacilo Gram(-) que pertenece a un grupo de bac-
terias (familia Aeromonidae) móviles, anaerobias facultativas implicadas en una gran
variedad de infecciones que afectan a los peces y al ser humano. En los peces ocasiona
un cuadro típico de septicemia hemorrágica debido a la acción de la bacteria, fac-
tores de superficie y productos extracelulares de cierta virulencia. Puede producir
enfermedad como patógeno primario y en ocasiones como oportunista, ocasionando
grandes pérdidas económicas en el ámbito mundial (Dooley et al., 1987; Loghothetis
y Austin, 1996; Makapú, 1996). En humanos induce patologías de importancia
como: gastroenteritis, meningitis y endocarditis, entre otras (Dooley et al., 1986;
Hernández y Rodríguez,1997; Garcia et al., 1999; Popovic et al.,2000). 
El LPS o endotoxina ubicado en la membrana externa de la pared celular de todas las
bacterias G(-) es un factor importante en el desencadenamiento de patologías en
mamíferos y aves (Luderits et al., 1984; Freeman, 1989; Risco y Pinto, 1995). Esta mo-
lécula ayuda a mantener la integridad de la bacteria ante condiciones adversas, pero por
otro lado representa la parte responsable de la inducción de efectos nocivos en el
hospedero. Sin embargo, en algunas especies de peces la endotoxina parece no tener los
mismos efectos adversos (Cahill, 1990; Dalmo y Bogwald,1996). El objetivo de este
trabajo es la extracción, caracterización y evaluación in vitro e in vivo del LPS de A.
hydrophila, lo cual sirvió de base para estudios paralelos de la patogénesis inducida por
esta molécula en especies de peces nativas como la cachama blanca (Piaractus
brachypomus) y en exóticas como la tilapia roja (Piaractus brachypomusoreochromis spp.). 
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MATERIALES Y MÉTODOS

CEPA

Se utilizó una cepa de A. hydrophila aislada de un brote de enfermedad septicémica en
tilapia nilótica (Piaractus brachypomusoreochromis niloticus). Fue evaluada en cuanto a su
pureza, características de cultivo y bioquímicas típicas del género y especie (Pellitero
et al., 1988). Se complementó la identificación por el sistema Cristal de BBL® .
La cepa fue virulentada mediante pasajes tanto en tilapias rojas (Piaractus
brachypomusoreochromis spp.) como en cachamas blancas (Piaractus brachypomus) (Rey,
2002; Verjan,2002). Se empleó una solución bacteriana madre que contenía 109
UFC. Se utilizaron grupos de animales (con cinco individuos en cada grupo), se les
inoculó 0.1ml intraperitoneal de diferentes diluciones de la solución bacteriana y
fueron mantenidos hasta la presentación de sintomatología, momento en el cual fue-
ron retirados para aislamiento de la bacteria a partir de órganos como hígado, riñón
y bazo.

OBTENCIÓN BIOMASA BACTERIANA

Se hicieron siembras seriadas en cajas de petri, frascos Roux y tubos de ensayo de 30
mm con agar soya tripticasa (AST), incubando a 28 ºC durante 24 horas. La suspen-
sión bacteriana se inactivó con 0,1% (p/v) de timerosal. Las bacterias fueron colec-
tadas por centrifugación a 7.000 rpm/50 min y lavadas tres veces con SSF.

OBTENCIÓN Y SEMIPURIFICACIÓN DEL LPS

Se practicó la extracción fenol agua caliente descrita por Whesphal y Jann (1965). A
la biomasa bacteriana cultivada en agar soya tripticasa (AST) se adicionó 40 ml de
agua destilada estéril precalentada a 68 ºC, se adicionó un volumen igual de fenol al
90% a la misma temperatura, la mezcla fue mantenida al baño maría a 68 ºC durante
30 min con agitación permanente, se refrigeró a 4 ºC durante 24 h, se centrifugó a
7.000 rpm/50 min. a 4 ºC (Rodríguez, 1992), después de lo cual fueron visibles cua-
tro fases: fase acuosa, interfase, fase fenólica y precipitado. Se recuperó la fase acuosa
y el resto se sometieron de nuevo en conjunto al procedimiento anterior para una se-
gunda extracción, finalmente se recolectaron las fases acuosas. A éstas se les adicionó
etanol al 95% en proporción 1:10, se mantuvieron a -20 ºC/18 horas para precipitar
el LPS crudo y se centrifugaron a 3.500rpm/30 min. (Rodríguez, 1992). El procedi-
miento fue repetido para obtener finalmente dos extractos crudos, uno se almacenó
a -20 ºC y el segundo fue semipurificado con 100 mg/ml de proteinasa K (Sigma ®)
y ultracentrifugación a 32.000 rpm/3 horas.

CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS

Cuantificación de la concentración de LPS. Se cuantificó el LPS mediante el método
descrito por Lee y Tsai (1999), quienes adaptaron el ensayo colorimétrico propuesto
por Quesenberry y Lee (1996). La oxidación con metaperiodato produce formal-
dehído y LPS-aldehído, el formaldehído reacciona con Purpald (Sigma®) (4-amino-3-
hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazole) formando un compuesto que con una fuerte
oxidación con NaIO4 es convertido en un producto final de color púrpura que absorbe



a 550 nm. Se construyó una curva de calibración con LPS comercial de Escherichia Coli
(Sigma®), empleando concentraciones cada 50 µg desde 0 hasta 500 µg /ml.

Concentración de polisacáridos y proteínas. Se cuantificó la concentración de polisa-
cáridos mediante el procedimiento colorimétrico de Dubois et al. (1956), constru-
yendo una curva de calibración con D-glucosa a concentración de 1.000, 500, 250,
125, 62,5, 31,25 y 0 µg/ml. A cada dilución o extracto de LPS se adicionó 1 ml
(volumen igual) de fenol al 5% (p/v) y 5 ml de ácido sulfúrico absoluto, se incubó a
temperatura ambiente por 30 minutos y se midió la absorbancia a 500 nm.
Para determinar la concentración de proteínas se empleó la técnica de Bradford
(1976). Se construyó una curva de calibración con albúmina sérica bovina a concen-
traciones desde 0 hasta 400 µg/ml, aumentando 40 mg cada vez. A 50 µl de cada
dilución y del LPS se adicionó 200 µl de reactivo de Bradford (Bradford, 1976), se
incubó a temperatura ambiente por 25 minutos y se midió la absorbancia a 595 nm.
Para la cuantificación de los extractos se tuvo como control el LPS de E. coli (Sigma®). 

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). El
sistema utilizado fue el descrito por Laemmli (1970), se empleó un gel de enfoque o par-
tida y un gel de separación. La concentración de acrilamida en el gel de enfoque o
partida fue de 4,5% (también llamado gel de concentración) y de 12,5% en el gel de
separación (o de resolución). Las muestras de LPS fueron mezcladas en proporción 1:5
con buffer de muestra: (Tris HCl 1M pH 6,8, SDS al 20%, glicerol, B-mercaptoetanol,
agua desmineralizada, azul de bromofenol al 0,02%) y puestas a ebullición por 5 min
(Dooley et al., 1985; Dooley et al., 1986; Dooley y Trust,1987). En cada carril del gel de
concentración se colocaron 15 µl (60 µg) tanto del LPS crudo como del semipurificado
de A. hydrophyla y 160 µg del LPS de E. coli (Sigma®). Se utilizó un patrón de proteínas
de bajo peso molecular: fosforilasa B (97 Kd), albúmina sérica bovina (66Kd), ovoalbú-
mina (45 Kd), anhidrasa carbónica (31 Kd), tripsinógeno (24 Kd) y lisozima (14 Kd).
La electroforesis se llevó a cabo a 100 voltios por 90 minutos (Moreno y Mejía, 1989).
Para visualizar el LPS se practicó tinción de plata según la metodología descrita por
Tsai y Frasch (1982). Finalmente se tiñó una segunda vez con azul brillante de
Coomasie para colorear las proteínas.

PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLÓGICA CON EL LPS CRUDO

Prueba in vivo: efecto en ratones inoculados intraperitonealmente. Se inocularon intra-
peritonealmente tres ratones machos y hembras entre 25 a 35 g de peso con 25 mg/kg
(0,5 ml) de LPS crudo de A. hydrophila; se inyectó un ratón control con SSF y uno con
LPS de E. coli (25 mg/kg). Se observaron por un periodo de 48 horas, después se
practicó necropsia y toma de muestras para histopatología por hematoxilina eosina. 

Prueba in vivo: proliferación mononuclear por incorporación de timidina tritiada. La res-
puesta proliferativa frente al LPS se evaluó en células mononucleares murinas utilizando
el LPS de E.coli y el extracto crudo obtenido en este trabajo mediante la técnica prac-
ticada por Parra (2002). El bazo de ratones Balb/c se colocó en medio de cultivo
DMEM con glutamina, bicarbonato y piruvato de sodio (ICN ®) con 3% de suero bo-
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vino fetal (SFB) (GIBCO gold ®) y 0,01% de B-mercaptoetanol (ICN ®). Las células mo-
nonucleares (MN) se obtuvieron por separación de las esplénicas en gradientes de ficoll
hypaque (Lymphoset ICN ®) y se cultivaron en placas de 96 pozos fondo U (NUNC ®)
a una concentración de 2x105 células/pozo en 200 µl de medio DMEM suplementado
con glutamina y 6% de SFB, 100 µg de estreptomicina, 100 UI de penicilina y 10 UI de
gentamicina (GIBCO ®). Los controles para inducir proliferación fueron phytohe-
moaglutinina (PHA) 5 µg/pozo (ICN ®)y LPS de E. coli 10, 20 y 30 µg. Se determinó la
proliferación para 10, 20 y 30 µg de LPS crudo. El ensayo se realizó por triplicado. El
control negativo eran células MN no estimuladas. Las placas se incubaron durante 72
horas a 37 °C en 5% de CO2 y luego se agregó a cada pozo 1 µCi de timidina tritiada
diluida en DMEM sin suero (ICN ®) y se incubó durante 16 horas. Los cultivos fueron
recolectados con un cosechador de células (NUNC ®) para 8 pozos y depositados en
filtros de celulosa (NUNC ®). Cada uno de los pozos, que corresponde a un filtro in-
dividual, se depositó en viales de plástico a los cuales se adicionó líquido de centelleo
BCS (AMERSHAM ®). La emisión de radioactividad beta fue medida en un contador
de centelléo (COUNTER SERIE 2000), durante un minuto para cada vial. 

RESULTADOS

CEPA

La tabla 1 describe los resultados de las diferentes pruebas bioquímicas y de cultivo
de la cepa, las cuales siempre correspondieron al perfil patrón reportado inter-
nacionalmente.

Prueba bioquímica                                               Resultado                            Reportado*
Colonias                                                                Amarillo/Naranja                Amarillo/Naranja
Gram                                                                     -1                                          -
Morfología                                                            Bacilos Cortos                     Bacilos Cortos
Oxidasa                                                                 +2                                         +     
Catalasa                                                                +                                           +     
Oxidación/Fermentación (OF)                             F3                                        F
Sulfuro/Indol/Motilidad (SIM)                            -/+ /+                                   - / + /+
Ureasa                                                                   -                                           -
Citrato                                                                   -                                            -
Gas de glucosa                                                      +                                           +
Crecimiento en medio AH (A. hydrophila)            +                                           +
Pigmento difusible                                                -                                            -
Fermentación de manitol                                     +                                           +
Hidrólisis de la esculina                                        +                                           +
Lisina decarboxilasa                                              +                                           +
Ornitina decarboxilasa                                         -                                            -
Hemólisis en BHI con sangre                              +                                           +
Triple azúcar hierro (TSI)                                     A/A4                                    A/A

Tabla 1. Características bioquímicas y de cultivo de la cepa de A. hydrophila. *(Popovic et al., 2000).
1Negativo, 2: Positivo, 3: Fermentador, 4 Ácido/Ácido.
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En los diferentes pases por peces se comprobó la patogenicidad de la cepa, a partir
de la primera hora de inoculados los animales mostraron la sintomatología descrita
para la enfermedad. La cepa inoculada se recuperó de bazo, hígado y riñón de ani-
males moribundos. La dosis que se demostró como infectiva para tilapias fue de
5,9x107 y de 5,8x107 UFC para cachamas (Rey, 2002; Verjan, 2002). 

OBTENCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DEL LPS

Extracción del LPS. Después de las siembras seriadas de la cepa se obtuvieron 276 ml
y 321 ml de suspensión bacteriana en las dos extracciones practicadas, de las cuales
a su vez se obtuvieron 9,49 g y 18,24 g de peso bacteriano en materia húmeda.
Al finalizar el procedimiento de extracción se observaron cuatro fases: precipitado,
fase fenólica, interfase y fase acuosa. Después de la extracción y reextracción se colec-
taron 83 y 75 ml de fases acuosas en los dos ensayos. Después de centrifugar las fases
acuosas a 3.500 rpm/30 minutos se obtuvo un precipitado viscoso blanquecino que
según lo reportado por la literatura corresponde al LPS crudo. El extracto crudo y el
semipurificado fueron suspendidos en agua destilada estéril y mantenidos a -20 ºC.

Cuantificación de los extractos. La concentración de LPS en el extracto crudo fue de
29,5 mg/ml y de 106,5 mg/ml en el semipurificado. 
El contenido polisacárido del LPS de E. coli fue del 32%, del LPS crudo 26% y del
semipurificado 15%. La fase acuosa mostró mayor concentración de polisacáridos:
2.811 mg/ml en comparación con la fenólica: 2.000 mg/ml. 
Mediante la técnica de Bradford (1976) no se detectaron proteínas en el LPS de E. coli,
mientras que el LPS crudo de A. hydrophila contenía 371,3 mg/ml (2,3%) y el semipu-
rificado 274,2 mg/ml (0,1%). Las fases acuosas contenían una concentración menor
de proteínas (407,9 mg/ml) en comparación con las fenólicas (1.735 mg/ml).

Identificación del LPS por SDS-PAGE. Para ambos extractos de LPS (crudo y semipu-
rificado) se identificaron bandas de migración rápida (bajo peso molecular: 14 Kd)
de color marrón a la tinción de plata, no se observaron bandas definidas de baja
migración (alto peso molecular: 66 Kd a 97 Kd). El LPS de E. coli también mostró
bandas definidas de alta migración (Fig. 1). Tanto en el LPS de E. coli como en los dos

Figura 1. SDS-PAGE del LPS de A. hydrophila. A, patrones de peso molecular. B, LPS crudo. C, LPS
semipurificado. D, LPS de E. coli. Bandas de bajo peso molecular correspondientes al lípido A y
oligosacárido central tanto del LPS crudo como semipurificado de A. hydrophila y del LPS de E. coli
(6). Bandas correspondientes a cadena O específica en el LPS control (&). No se observan bandas
proteicas en los carriles de LPS al ser teñidos con azul brillante de Coomasie. 



extractos de LPS de A. hydrophila no se detectaron proteínas con azul brillante de
Coomasie. En contraste, fueron claramente detectables las proteínas del patrón de
peso molecular (Fig. 1).

Comprobación de la actividad biológica del LPS crudo.
in vivo. A partir de la primera hora los ratones inoculados con LPS crudo mostraron
signos como depresión, erizamiento, inapetencia, letargia, taquipnea y cierre de los
párpados con secreción serosa. Macroscópicamente no se apreciaron cambios, mi-
croscópicamente se demostró congestión hepática y pulmonar, hemorragias pulmo-
nares y renales, marginación leucocitaria en hígado y pulmón con predominio de po-
limorfonucleares neutrófilos (PMN), además de un aumento de la celularidad en los
septos alveolares (Fig. 2). Hubo una reacción inflamatoria con predominio de PMN
en el sitio de la inoculación.

Figura. 2. A. Pulmón de ratón inyectado con LPS crudo de A. hydrophila. Aumento de la celularidad
en los septos alveolares, los cuales se hacen más gruesos (&). Hemorragia (H). Aprox. 100X. B.
Pulmón de ratón inyectado con LPS crudo de A. hydrophila. Engrosamiento de los septos alveolares
(&), producto de la infiltración de células inflamatorias, algunas se pueden señalar perfectamente
(c� ). Marginación leucocitaria con predominio de PMN, algunos adheridos al endotelio. (6).
Aprox. 400X. C. 4. Hígado de ratón inyectado con LPS crudo de A. hydrophila. Marginación de PMN
(&). Aprox. 1.000X. D. Músculo sitio de inóculo con LPS crudo. Reacción inflamatoria con predo-
minio de PMN(&). Aprox. 200X.

El control negativo inyectado con SSF no mostró síntoma alguno, ni lesiones macro
ni microscópicas (Fig. 2). El control positivo al que se le administró LPS de E. coli
expresó erizamiento y letargia en las primeras horas después de inoculado. Microscó-
picamente solo hubo aumento leve de la celularidad de los septos alveolares. 

In vitro. En el ensayo (por triplicado) se obtuvo proliferación de células mononu-
cleares para las distintas concentraciones de LPS de E. coli y LPS crudo de A. hydrophila. 
La tabla 2 resume los datos del ensayo. En la figura 4 se grafica la media y sus respec-
tivas cuentas por minuto (CPM).
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(µg) CPM                                        1                   2                       3                     Media                DS
LPS E. coli (10)                                4.100            3.900               3.500             3.817                306
LPS E. coli (20)                                5.010            4.800               4.650             4.816                181
LPS E. coli (30)                                6.500            7.100               7.050             6.872                333
LPS crudo A. hydrophila (10)           3.250            2.980               3.410             3.203                217
LPS crudo A. hydrophila (20)           4.850            4.500               4.150             4.482                350
LPS crudo A. hydrophila (30)           6.150            6.310               5.810             6.083                255
Control +
PHA (5)                                           9500             8550                9250              9082                  492
Control -                                          180               250                  196                205                    37

Tabla 2. CPM por proliferación de mononucleares para LPS de E. coli y de A. hydrophila a diferentes
concentraciones. (Parra, 2002). 1,2,3: tres repeticiones. DS: Desviación estándar. Entre paréntesis:
( ) en µg. Phytohemoaglutinina: PHA.

DISCUSIÓN

Los signos clínicos en los peces inoculados con la bacteria revelaron la virulencia de
la cepa, los mismos concuerdan con lo reportado por Doukas et al. (1998), tales
como nado anormal, palidez de las branquias, inflamación abdominal con acúmulo
de líquido en la cavidad peritoneal, eritema y protusión del ano y hemorragias pete-
quiales en el costado del cuerpo y base de las aletas.
Las cuatro fases obtenidas por el procedimiento fenol agua caliente para la extracción
del LPS descrito por Westphal y Jann (1965) fueron demostradas por Moreno y Mejía
(1989) y Rodríguez (1992) en la extracción del LPS de Brucella abortus y E. coli, respec-
tivamente. Éstas fueron: fase acuosa con presencia de LPS, polisacáridos y ácidos nu-
cléicos; fase fenólica rica en proteínas y compuestos fuertemente ligados a ellas, inter-
fase en la que se encuentran proteínas precipitadas y un precipitado conformado por
restos de la biomasa bacteriana. Esta distribución de los componentes de la pared bac-
teriana de la A. hydrophila en la fase acuosa y fenólica se comprobó por la cuantificación
de polisacáridos y proteínas. La concentración de proteínas en la fase fenólica fue
mucho mayor que en la fase acuosa y si se tiene en cuenta que ella fue medida antes de
la reextracción, seguramente la concentración de proteínas disueltas en este último caso
sería más alta. Por el contrario, la concentración de polisacáridos fue mayor en la fase
acuosa. Lo anterior corresponde con lo reportado por diferentes autores (Chart et al.,
1984; Dooley et al., 1985; Fricker, 1987; Merino et al., 1992; Dalmo y Bogwald,1996;

Figura.3. Pulmón de ratón inyectado con SSF. El
grosor de los septos alveolares es homogéneo (&).
Hematoxilina Eosina. Aprox. 200X.



Merino et al., 1996; Aguilar et al., 1997). Además, muchos autores han logrado extraer
LPS crudos de la misma bacteria de esta fase por el mismo método. 
El gel viscoso blanquecino precipitado por la adición de etanol correspondiente al
LPS crudo, es similar al reportado por Moreno y Mejía (1989), Rodríguez (1992) y
Teran y Tibata (1996). En nuestro trabajo se comprobó que este precipitado posee,
aunque en pequeña proporción, otros componentes bacterianos como proteínas y
que la remoción de éstas por digestión enzimática, ampliamente utilizada por otros
autores (Fukushi et al., 1963; Morrison y Leive, 1975; Dooley et al., 1985; Phillips et
al., 1989) disminuye casi a cero el contenido de proteínas. Nuestros resultados con-
cuerdan con los de Morrison y Leive (1975) y Phillips et al. (1989), quienes encontra-
ron menos del 1% de proteína en LPS de Brucella abortus y E. coli. Dooley et al. (1985)
reportaron concentraciones de 1,0 y 1,4% en extractos de LPS de A. hydrophila tratados
con esta misma enzima.
El extracto crudo tuvo cerca del 2% de proteínas pero en comparación con otros
trabajos con el mismo método de extracción, se obtuvo una concentración menor de
proteínas. Phillips et al. (1989) reportaron 8-15% de proteínas en extractos sin tra-
tamiento enzimático. 
La concentración de polisacáridos en el LPS varía dependiendo de la cepa, el método
de cultivo, el proceso de extracción, etc. En nuestro caso la concentración fue del 15 al
26% y para el LPS control fue del 32%, valores que se encuentran dentro de los docu-
mentados (Fukushi et al., 1963; Morrison y Leive, 1975). Fukushi et al. (1963) en-
contraron gran variabilidad en las concentraciones de polisacáridos para el LPS de E.
coli entre el 10 al 70%, dependiendo del método de extracción; según este mismo autor
el LPS de E. coli extraído con fenol contiene cerca del 40% de carbohidratos. En con-
traste, para LPS de cepas de Brucella abortus extraídos por el mismo método Phillips
et al. (1989) obtuvieron concentraciones menores de polisacáridos (13 al 20%). 
La concentración de polisacáridos dependerá básicamente del número de unidades
oligosacáridas que contenga la cadena O específica, Fomsgaard et al. (1990) afirman
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Figura. 4. Inducción de proliferación de células mononucleares murinas por LPS de E. coli, LPS de A.
hydrophila y PHA.
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que preparaciones de LPS lisos pueden tener un rango de 0 a 40 unidades repetidas
de oligisacáridos en la cadena O. Para el LPS de A. hydrophila Dooley et al. (1985) ob-
tuvieron aproximadamente 10 unidades repetidas.
Existen variaciones en los perfiles electroforéticos del LPS de diferentes cepas de A.
hydrophila, pero la mayoría de autores reportan bandas de bajo peso molecular (14
Kd), las cuales aparecen en todos los LPS de todas las cepas analizadas por SDS-
PAGE y que corresponden al oligosacárido central y al lípido A. Las otras bandas, que
corresponden a la cadena O específica, muestran bastantes diferencias entre cepas:
algunos autores reportan cepas con LPS de cadena O con longitudes muy similares
(un número significativo de cepas corresponden a este grupo), otras cepas conside-
radas como de menor virulencia muestran cadenas de longitudes diferentes, pueden
encontrarse otras cepas mutantes cuyo perfil electroforético únicamente muestra
bandas de bajo peso molecular ya que carecen de cadena O específica (Mittal et
al.,1980; Dolley et al., 1985; Dooley et al., 1986; Dooley y Trust, 1986; Khashe et al.,
1996; Aguilar et al., 1997).
Las SDS PAGE practicadas en este trabajo detectaron bandas de alta migración, bajo
peso molecular (14 Kd) tanto en el LPS control de E. coli como en los extractos de LPS
de A. hydrophila, estas bandas marrón concuerdan con las reportadas para el mismo tipo
de electroforesis y tinción del LPS de Aeromonas y muchas otras bacteria G (-) (Dooley
et al., 1985; Kido et al., 1989). A diferencia del LPS control, en los extractos de LPS de
A. hydrophila no se detectaron bandas de mayor peso molecular correspondientes a la
cadena O (Chart et al., 1984), esto puede deberse a que el polisacárido O no haya sido
identificado por la tinción utilizada; algunos autores limitan la sensibilidad de la tinción
de plata: Kido (1989) sostiene que cadenas O de algunas enterobacterias tienen poca
sensibilidad a esta tinción, más comúnmente se detectan las bandas que representan al
lípido A y al oligosacárido central; no es claro el mecanismo por el cual se interfiere la
unión de los iones plata a la cadena O específica. Aunque se sugiere que la porción
sacárida es el componente reactivo en esta tinción, algunos proponen que serían los
ácidos grasos del lípido A el sitio de unión de los iones plata a través de la formación de
complejos π (Kropinski et al., 1986). Fomsgaard et al. (1990) afirman que el LPS de algu-
nas enterobacterias no tiñe por este método, pero al practicar immunoblotting son vi-
sualizados claramente lo que indica que algunas preparaciones de LPS aunque son in-
munoreactivas no son detectables por el método tradicional. Este hecho podría explicar
la dificultad para identificar la cadena O del LPS de A. hydrophila en nuestro trabajo.
La tinción con azul de Coomasie no detectó bandas de proteínas en el LPS patrón ni en
el extracto crudo ni en el semipurificado del LPS de A. hydrophila, esto coincide con la
baja concentración de proteínas determinada en los extractos. Khashe et al. (1996)
reportaron que bandas de proteínas de la pared celular de cepas de A. hydrophila son
resueltas por SDS-PAGE con un rango de peso molecular de 30-85 Kd y se les observa
principalmente en el rango de 58-60 Kd y 38-45 Kd. Se reportó que la mayoría de pro-
teínas de superficie en diferentes cepas de A. hydrophila tienen un peso molecular de 30-
55 Kd. Merino et al.(1996) reportaron un rango similar. En nuestro trabajo en el área
correspondiente a estos pesos moleculares no se demostró ningún tipo de bandeo, lo
que concuerda con la baja concentración proteica de los extractos, puesto que en la
extracción la gran mayoría de proteínas de la pared celular son disueltas en el fenol.
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El hecho de que todos los ratones inoculados con LPS de A. hydrophila mostraron
signología, lesiones macro y microscópicas, nos da certeza que el extracto mantuvo
sus características químicas y biológicas durante y después del proceso de extracción. 
El LPS una vez llega al plasma desencadena la liberación de mediadores, reacciona
con células del sistema fagocítico mononuclear al ser reconocido mediante el com-
plejo LBP-LPS por el CD14 de membrana. El CD14 soluble en el suero une LPS para
estimular otro tipo de células como las endoteliales y del músculo liso (Schletter et al.,
1995). Las lesiones como marginación, adhesión al endotelio, infiltración perivascu-
lar con predominio de neutrofilos, focos de congestión, hemorragias, etc. en los ani-
males inoculados con LPS crudo, se explican por la liberación de estos mediadores.
Todos estos hallazgos fisiopatológicos que involucran la microvasculatura han sido
reportados como consecuencia de la estimulación con LPS (Goodman et al., 1979;
Dahinden et al., 1983; Mark, 1985; Ryan y Morrison, 1987).
La principal célula de respuesta de defensa en los ratones de este estudio fueron los
PMN, según Mark (1985) los neutrófilos son unas de las células blanco más impor-
tantes para las endotoxinas, por radioautografia demostró la unión de LPS de E. coli
conjugado con H3 (tritio) a granulocitos en sangre periférica de ratones, además la
endotoxina en asocio con granulocitos se encontró en la vasculatura de pulmón, hí-
gado, riñón y bazo. Mathison y Ulevitch (1979) examinaron la distribución celular de
endotoxina conjugada con 125 en ratones, después de dos minutos de la inyección
endovenosa el LPS se unió al 40% de PMN en sangre periférica, además de unir mono-
citos y macrófagos.
La proliferación de células mononucleares inducida con el LPS control y el LPS de A.
hydrophila, también confirmó que nuestros extractos son biológicamente activos,
estimulando la liberación de mediadores que inducen proliferación celular y aumento
de la reacción inflamatoria. La habilidad del LPS para inducir mitogénesis de células
del sistema inmune in vitro e in vivo ha sido ampliamente demostrada (Anderson et al.,
1973; Yeh y Jacobs, 1992; Souvannavong et al., 1999, Parra, 2002). Yeh y Jacobs
(1992) utilizaron 5 µg/ml de LPS de Salmonella typhimurium e indujeron mitogénesis
esplénica en ratón. Parra (2002) obtuvo 5.000 CPM en células mononucleares de
ratón empleando 20 µg de LPS de Pasteurella multocida. Estos reportes concuerdan con
la mitogénesis desencadenada por el LPS de A. hydrophila y de E. coli en este trabajo.
Según Anderson et al. (1973) el lípido A sería el componente activo para la mitogé-
nesis en células murinas; Yeh y Jacobs (1992) sostienen que la cadena O modularía la
mitogénesis de linfocitos inducida por el lípido A; LPS de cadenas O de mayor lon-
gitud tienen mayor efecto proliferativo que LPS de cadenas O cortas.
En este trabajo tanto el LPS de E. coli como el de A. hydrophila mostraron CPM
ascendentes de una manera dosis dependiente, la repetibilidad en las tres réplicas
unido a que los controles positivos y negativos se comportaron como tales, da certeza
de la confiabilidad de la prueba. La media demostró que el LPS de A. hydrophila de-
sencadenó una proliferación muy similar a la inducida por el LPS de E. coli control, tal
es lo esperado por la similitud entre los LPS de diferentes bacterias G(-).
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