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FUNDAMENTOS PARA LA ELECCION DEL TEMA

EL control de plagas de insectos en nuestro pals es muy -
impontante, ya que su economfa se apoya pnincipalménte eﬁ'za -
producedibn agrfcola (7).

En Las dos dlLtimas décadas se han venido usando bioinsec-
ticidas quimicos ongdnicos del Zipo sistéticos, Los cuales se
han obsenvado que tienen un amplio espectro de toxdceidad (4),
tanto pana £os animafes inventebrados como £os verntebrados, --
por Lo cuakl en La d€tima década, se ha tratado de desarrnollan
La teenologia para La produccibn de insecticidad michobiolbgi-
cos como otra posibilidad para el controf de plagas de Linsec--
tos, consdlderando que esios insecticddas tilenen un bajo espec-
trho de toxdcddad, penro o se ha valorado Los posibles transton
nos .inmunologicos que pueden provoecar tanto en andmales como i
en humanos (2). '

Los insecticdidas microbiologdicos se basan principalmente

en 2a utilizacibn de bactendias entenopalbgenas, como son var-=
nias especies de Bacillus, entrne Los que contamos af B. Lhu---
ningiens.is (4). Esfe bacilo forma una espora y es el dnico --
que puede producin uno o mas cristales paraesporakes durante -
el proceso de esporulacidn. Este cnistal de ondgen prnofedlco --
LLamado pox Hannag cueape parasporal, es téxilco para Za Larva
de Los Leplddptenps (2), La enferotoxina se hidroliza en el in

testino de fa fanva y sus subunidades atacan el nevestimiente
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del intesitino causando paralidsdis intestinal y disminuyendo La
ateatinidad del mismo, Lo cual (auane¢e et”‘dAQQQM£enzo gfﬁng

Lifenacibn del bac.ilo pnoﬁoaando septisemia (7).» ¥
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INTRODUCCION

La idea de usar una especde viva para contholax a otna no
es reciente, pero 44 en Los dLtimos vedinie afos se han inche-
mentado nuestiros conociminetos acerca de La producceldn, uso ¢
contnol de estos agentes mtcnobéoﬂdgicob. tloy sabemos que Ln
sectos, son susceplibles a que LLipo de agenfes LAnfecclosos, -
La potensiatidad tanto econbmica como blolégica, depende de -
La nelacifn costo efectividad que deberd ser comparativamente
mds ventafosa que La de f£os agentes qubmices noamalemente usda
dos. Es impontante teneh una acclfn selectiva parna Los Lnsdec-
tos patdgencs, La idea de usan una bactendia Za cual fuerna al-
tamente téxica y que produfena esporas nesdstentes pon Lanrgos
periodos de tiempo , fue muy atractiva para Los Lnvestigade--
nes intenesados en controlar plagas de Lnsectos; para Loy ---
afios trheintas ya se empezaba a usar en Francla un producto --

L2amade "Spordene', cuya f8rmula contenfa un ghan ndmens de -
p ' Y 3 5

esponas dedf Baciffus Ahuringilensds,

Baclllus thuningiensds cnece blen en ¢f medio de Stalin~---

khaus, medic disefiado per Lnvestigadones de La Univensidad de

California, investigaciones postendiones LLevaron a producir en
escala semi-comencial La espora del bacllo, ya que s¢ demostnd
que es La esporna La responsable de La actividad bloinsectlsida

del bacilo. EL prnoducto {Lnal del checimiento del Baclllus thu

winglensis en un meddLo de cultdvo es una mezela de esponras y -
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enistales, que nesultan de Los nesiduos de La pared de La espo
aw. la mezela de espornas y chistales Son.patogénicas para un -
gran ndmero de Lanvas de Leptiddpenros y aparentemente no s0n -
tlxicods para otras formas de vdida,

Despuls de analizan £a potencialidad patoglnuca de La mez
cla espora-crhistal se observd que ambos eclementos son Lmpoilan
teds, aungue La espora tLlene una potencialidad menor que el --
enistal photelco. La proielna panra ecsporal es La t6xina impor-

tante paha 2a gelivddad Linsecticdda def Bacillus thuningiensis:

EL cuwhpe paraesporal esta presente ecn todas Las colondas del
bacilo, ef cual presente una toxina fermoldbif, perno también -
de encontné una Segunda foxina teamocsiable o @-exofoxdna. La
exotoxina tlene un pesc molecular entze Los 800 y 900 dalitons,
tiene un nucleftdideo con un grupo fosgato porn molécula de adend
na ¢ ademés cuenta con un azdearn aane, el deddo allomucdceo ---
(Fig. 1}. La exotoxina actua apa&éntzmenie por inhibicibn de -
£a sfntesds de RNA.

EL uso constante de Los agentes qulfmicos y biLolLbgicos ha
eneado una gran polémdica acerca de La toxicidad de estos en el
humano, ya que ese Lipo de substancias son dificilmente elimi~

-

nadas del ongandismo y adn no se ha podido establecer con foda

clanidad Los efectos citotoxicos y el mecandsmo que se sigue.
Una opcién en el estudio de Los cfectos Loxicos de Los 4in

Aﬁctibidaé, se reflene al campo Lnmuncloeglco. Como se sabé el

fndividuo normal tiene La capacddad de defendense de Los agen-

fes noedvosque encuentra en su medlo ambiente, gracias a una -
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senie de mecanismos presentes desde ef nacimiento, afgunos de

Los cuales mencionaremos abajo, aunque no siempre depende su
efectividad de experiencias previas Con un microorganismo o ==

partleula extrajia (antlgeno), en Xanto que othos mas especiali

2ados  vaprenden” de una experdencia phevia ¢ actuan mds efec
tivamente ante un segundo ataque por el mismo antigeno.

Por Ainmundidad se entiende ef conjunto de mecanfsmos de de-
fensa de un onrgandismo, ghacias a Los cuales este se puede de--
fenden de Los microorganismos patfgenocs presentes en su medio
ambiente, o Libranse de Las cllufas anornmaled que se¢ desarro--
L2an en su interion (nﬁopﬂaéiaé), u oponense al Aingreso de cé-
Lulas extrafas. Los mecanismos de defensa o inmunidad son:

Factonres Lnnatos. Estan genfiticamente controlados y vartan
entre Las especies y en un grade menon enfre Andividuos de La
mLsma eépecié. La edad, ef sexo, el balance hoamonal, son Los
fdactorne mas impontantes desde este punto de vista.

Fagocdtosis. Los polimorfonficleares neutrbfifos y Los macns
fagos acuden en defensa def organdsmo cuando Los factores {inna-
tos no Loghan detenen La (nvasibn de un géamen o de un antigenc
cualesquiena., AsL como Los factones anterdiores, La §agoslfordis
es Anespeclflea, es decin, obra contra cualquier agente que a--
paresca en el medio Lnterno, estas céfulas Lincorporan a su cdio
pLasma vacuolas fagoclticas en Las que s¢ han incluido Las par-
tleulas antiglnicas, para destruinlas pon procedimientos enzima

ticos o Ampedin su neproduccidn 44 s¢ thafa de gérmenes,



-6

Inglamacifn. Gracdlas a €sie mecandismo se produce una vasg
dilatacién Local en el punto de agresidn, Lo cual aseguna el -
annibé de factores plasmdticos ‘que Lntervienen en La defensa-
del ornganismo a La vez que dacilitan La £LLegada de un mayonr nd
meno de célufas fagoeliicas. lUna vez vencido el agreson, se en
canga de nepara Los dainos tisulares ocaclonados pon el ataque-_
y de fLimpLar La zona de nesiduos de antlgencs dafiados y de cé-
Lulas desintegradas.

Sistema de Lumunidad especlfica. Esta constitulda pon --
Las cblulas y 6rganocs del sdlstema Linfoide y gracias a 6L , se
producen una Asexnde de neacc.lones especlfflcas contra cada uno ~-
de 2048 diferentes antfgenos que pueden agredin al onganismo, -
reacciones que son Lentas ante elf primen contacto, peroc que --
gracias a un proceso de aprendizaje def sistema se producen --
con fnuellfada rnapidez ante una nueva aghresibn pon el mismo an-
tigeno- Segin que fLa defensa se haga pon acedfn directa de &in
jocitos, o Aindirecta por La molLéculas producidas por Las céfu-
Las plasmdticas, Lnmuncglobulinas o anticuenpos, el mecandsmo-
se denominard Inmunidad CéLutar 6 Tnmunidad Humoradl.

Sistemas complemetarnios o ampliflfcadores. En el pLasma -~
se encuentra un confjunto de factones protefess que constitfuyen
en confunto el Llamado sistema de complemento, que entra en de
tividad porn La presencia de un gé€amen, por factores producidos
por fa fagocditosls o por ta agccdibn del sdstema de Lnmundidad hy
morat, AL actdlvanse, trefuenza fLa gagocitosds, Lincrementa £a in

fLamacdbn y complemenia La activdidad que conitra el antlgeno --
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que tengan Los anticuerpos. La properdina es un sistfema que --
activa La segunda parte del sidstema del complemento por via di
gerente a La negulan. EL Ainterfdenbn es una sustfancifa producida
por difernentes células del organidmo al sexn Ainvadidas por un-«
vinrus, Y que actuan en defensa delf organismo impidiendo La re-

plicacibn de partfeculas vinales.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Modigicar el medio de culitdivo del Bacillus thur.ingiensds-

-MG - 1 de acuendo a Las maternias primas disponibles en el pals
parna La produceibn del complefo espora-crnistaf y valorar algu--
nos thanstornos Lamunollgicos causados pon La admindstracdén -

del B. thuringiensis MG- 1 a ratas.
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OBJETIVOS

L) Utilizan matenias primas nacionales para La elaboracidn
de un medio de culiivo para La produccddn del complefo espora--

enistal del Baciflus thuninglensis MG-T.

LL) Valoracibn de algunocs aspectos Lnmunolbgicos en raias a

Las cuales se Les admindstirard el complejo espora-chiszal. . -
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HIPOTESIS

AL uitilizarn maternias primas del pals se reducind el cosito

de produccibn del complejo espora-cnistal del Baciflus thurin-
giensis MG-I. Se edpera enconitran alternaciones Lrnmunofdglcas -
causadas por el complefo espora cristal en ratas a fas cuales-

se fes admindiasainé el bioinsecticida.
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Acido Ztrhiclonodeetico
Acido peryodico :
Meta bisulfito de sodio
Agan nuthitivo

Crnistal viocleta

Acelte de inmensidn
Acido fosfénico
Hidnéxide de sodio

Agua destilada

Sulfato de magnesdio
Sulfato de hiernno
Sulfato de zinc

Sulfato de cobre
Canbonato de caledic
Hanina de soya {(pasita cruda)
Dextrosa

Peptona

tdcon de maklz

Lactosa

Acetona

Sulfato de amonio
Fosdato dibdsico de potasio
CLonruno de caledo
Sulfato de manganeso
Hidnéxido de amonio
Canbonazo de soddio
Cloruro de mercunio
Clorunc de poiasio
CRonruro de sodio
Bicarbonazce de Aocdio
Acide &cetico glacdial
Azuf de Evains

Medio MEM

Suero de cobayo

Ratas Winsian

GLibulos nojfos de carnenro
Cebayos albinos
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MATERIAL Y EQUIPO.

Crnonbmednos

Mechenros

Pipetas Pauslen,

Gradillas

Cajas de Petni

Tubos de rosca con tapon de baqueldita

Tubos de ensaye 13 x 700 mm,

Pontacbjetos

Tubos de ensaye 16 x 150 mm

Asa y porta asa bacteniolog.ica

Matraces enlenmeyer 250 me, 500 mf y 1000 ml
Pipetas graduadas de 1 m, 5 m€&, 10 m& .
Vasos de precdpitado de 100 ml. 250 m& y 500 mk
Probetas de 500 m£, 250 mf y 1000 mk :
Grad<fLas

Papel §4LLtnro

Papel de alumindo

Paraf.cem

Alaodén

Gasa

Camara de Neubauen

Agitador de pipetas de Thoma

Coladeras de acenc

Cubrehematimetrnos

Estuche de diseccidn

Jaulas panra ratas

Jeningas de 1 m&, 5 m€ y 10 me

Micropipetas de 50 microlitros

Pipetas de Thoma d{£. 1:20

Sondas gasixn.ccas

Autoclave

Potencédmetno Hodelo PBL

Bafio mania

Balanza anal.ftica METTLER

Balanza granataria OHAUS

Espectrofotometno ZEISS Mod ECO PM 2 DL
Refrigernador

Equ.ipo para gLftnar al vacto

Equdipo de micrnodilulon

Centrnifuga con aefrigenacdidn

Centrifuga cilnica

Microscopios

PLaca de agitacifn

Honno

Estufa de cultivo

Ag.itador con control de temperatunrna
Feamentadon pana medLos Liquidos con capacidad de 2 £



Catalasa
Femmenta

Fermenia

Fermenta

Hidokisa

positivo
arabinosa
xLlosa
manitol
altmiddpn

No desamina La fenlfalanina

No descompone La tirosina.
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METODOS DE - CULTIVO

11 Onigen de fa cepa,

La cepa-de Bacillus thuringilensis MG-1 usada fué aislada -

pca el pensonal del Departamento de Microbiologla de La Unlvenr
sidad Autbnema de Nueve Ledn, La cual §ué donada para el esiu-
dic de su crecdmiento en difernentes medios de culitivo y La va-
Eeracdibn de aspectos Lnmunolégicos en La Escuela de Estuddios -
Profesionales "Zaragoza" , Seccifn Microbiologla.

2} Consenvacifn de La cepa.

EL B. thuringiensis MG-T fué mantenido por medio de re

siembras peniodicas nealizadas cada mes en tubos inclinados --
conteniendo agan soya tadlpticasa a 37°C y posteriormente con--
seavados en nrefrigeracibn, presentando buenas caractenlsiicas-
de desannolilo.
3} Medios de Culitivo.

Se probandn seis medios de cultivo , en tres de Los cuales
sc moddgico el medio base (harnina de semiflfa de afgodbn desen-
grasade) para utifizar matenias mds econbmicas y de pnaducciﬁn

neclonal.

Medio Base

Haxrina de gemilfa de afgodbn .,,,....,,...... 10.0g
PePLONA o yavseensssianassnsoresosnasareysegns «:2:0:0

DQX.:t’LOAa IR R R A K IR S R B AR SR S B AR S NPT S N SRS R 15.0 g
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Extracto de Levadula . yvinncrisrrsnnatesss 2.0 g
Suffato de magnesdo saviararartrrar vy 003 g

Sul’.ﬂazta de hienro .., R -t ’ ¢ vvs\ 5:'-.}) .!,'v‘rv:l-, ‘e"‘ crif‘ 170'702 Q

Su.ﬁﬁa..to dﬁ ZLnC. LI ICAE ) !" [y Q '.,|> 1 " 'Q e‘,v"q‘! || - 'l' v 0002 g .

Carbonato de caledo a.,;,{f'g; ivedeeee 100G
Agua destifada c.b,p}'.;L;,,,.;,;,Q};;?;;;;'jOOD me

PH 64/"‘1—'6 \\'Q\1'Q';'Ee‘tOQOQVVOVQvQQ“O!vV0v7"v~'~ 740 ia,]

Medios de Ensaye

Medio de cultivo A

Harina de soya (pasta cruda ...
Dextrnosa ,,g..=§,.,",....,.. .......
Peptona .,,,..,.....,;,.,.‘,...
Lécon de ma€z .oovvvrnqrarrrans

Sulfato de magnesio

MR NS R RN ]

Sulfato de hiQAAO, ee v vvevrarae

Sulfato de z4HC. ..ot eiverreosoresvrneyerie 0,02

.
i
s
’

g

g
g

i

Carbonato de caledo ....q...,...f..;..,;;,; ‘1;00
Agua deatilada c.b.p. ..................,.; IOGO'mE

pH 6/(‘."‘1—& gyt-v-q"."l"'(»l'!’,!,'\"_l_y_',_'_e_l_._O___l0!‘- 7-0 t 0.1



Medio de cuftivo B

Qd@ﬂalf.lk.;..,...,};'_Hza;dd

10,009

Licon de ﬁ&iihl}@};.f~
15,00

DEXLROSA o seernninsi
Peptona ....,,...;;;
Sulfato de magnesio vnffvb.éo
Sutfato de hienno .. 0.0z

Sulfato de zinc ..........Jf;.,,...,, 0,02

»
g
g

’ g

o 2.00 g
g
g
a

Canbonazo de caledo .....vviyovevaviasois 1,00 g

Agua destifada c.b.p. ....,..,.-.;q........ 1000 me

PH 0L o ittt ey s e arsoerorasenes 7.0 t o.1

* En este medio La harina de soya se def6 heposar durante
24 hns. en agua destifada y negrigenracibn, utilizando so0lo el-

agua de nemojo y disolviendo en elfa Las sales, ajustando el -

volumen con agua destilada,

Medio de cufitivo C

Licor de maLz o et v v arnvrosrrqrroarorsas 10,00

‘8
Dexthosa ..........,....,..,.,..‘.3L..f.,.,. 15,00 g
PePEOMA v e v e s e et nnne s arenrtnetsetsnrnesnes 2,00 g
Sulgato de magnesio .........',,;};f:..{,}‘. 0.30 g
SULFALO e HACARO +rees ey envnesoesnesseee 0.02°g
Sulfato de zine ........ .............;; ..... 0.02 g
Canbonato de CalCL0 yuuyreoonstssonsesyagss 1,00.g
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Agua destilada c. b,p. .,‘}...,1,,.,‘,.{,,,{.5 1000 mk

pH 6/‘:na'e""_-"nktvO‘ni...v‘(;,~01&‘Otlttql'.QO‘.!‘\lll"'.n 7.0 + 0.1
Medio de culiivo D

Peptona .....,.;.,,;,;{.;,..,.,;g,,;g,;..ﬁw...‘,z;oo g
DEXAROBA |\ yrsaseinrsnnniny - S :'; 2,00 g.
Clonuno de caledo .....oun. e ’0.0189

| .. 0.0075g

cer. 0.0075g

Sulgato de cobnre ......{.Yf;
Suldato de z4ME s ons

Sutfato de hienno ......, .. .. 0.00075g

Sulfato de magnesfo ..., .., . 0.030

Suldato de manganeso .... . 0.040g
Fosfato deido de potasio .f;;;;;;,},;;,'..;... 17.40g
Suldato de amondo .....f..;;;:,;{,;...,,....,. 3.00 g
Agua desitifada c.b.p, ,.,,,g,.,{,;,.,,,,..,,.. 1000 me

o U - ¥ T F TP S 7.0 + 0.1

Medio de cultivo E

Peptona de S0YA «oyareervenerarorrssrsosnstnnes 2,0 g

Licon .de mafz RN ERE RN RN R AR R R R -310 8

Sul’.dato de magnes Lo ...!!”"‘Q!'.»‘".'..‘.‘..,'.’ 1.0 Q
Sulfato de z.ine ...,..."...,,.,;;..,,..,.‘yngi, Q%OQZSQ?g,:,M

Sulfato de cobre .,.,.E..,,,,,,,,,,.,,;,,,,...  0,0075§f',ﬁ“
SUREALO de RGCANO o vrveesvn s ensnaneenanenes 05000758

Sulfato de MANGANECEO |, vy st yesroryonvayreiniwen !0,040.9 
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DexZAOEA oo v evwrnesnnsasnsssss
Sulfato de amonio ;g..{[gf“
Fosfazto deddo da_pqiq&igﬂ
 Cloruno devcaﬂcia,,.;};};;
Agua desitifada c;b.p;r;;.};    :~
pH §inak ... b

D A R R N N R ST

Medio de cultiveo F

Sulfato de AMOREO «uvueiues i i il
ACidO §0BFORLCO vuvvuvrenerrevenone

Sulfato de MAGNESAO « vt ivaenae ey

Dextrosa ......... O

Cloruro de Caleodl oo yevrvivevoseesn
Sufgate de

Sulfato de

RECARO ot yr e agaesy ey
COBAL o e ve s cangaeriens
Sulfato de zine ...,.....,..,.....}
Sulfato
Licor de madz oo ve vt eeanseeeveesas
Peptonad dé B0UQ . .vepeoreviveosnns
cQ!’qQ'qo,!,v!"

Agua destilada c.b.p,

pH final .,.. 000

LER IS IR IR A I R0 B O B |

EL pH §inak §¢ ajusto con hidrdxido

do para efLlo un ﬁo;énqﬁgméthoii S

de manganedo . Ty VTS ST

..,...;'1000 mé

s e o 0.

de AOdIo'a21l N ugah—
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4} Condi{ciones Experdmentales de Fenmeniacdibn.

a) Expenimentos nealizados en matraz, Se efectuaron £os
expenimentos en mairaces Exalenmeyen con capacidad de 500 ml -
contendendo 150 ml del medio de cultivo, Lncubando en una es-
tufa con agitacifn mecdnica a 280 npm dunante 75 hns, a 32°C.

La preparacién def in6culo §ué hecha de La sdgulente ma-

nera; se hizo una suspensidén del B. thurndingiensis en solucibn

salina eszénil al 0.85 % a pantin de un cubtivo de 24 hns. de
crecdimiento sobre agan soya Ltrnipticasa, agregandoe 4.5 mé de -.
La suspensibn a cada mainrnaz para Logran ponen un Ainbeulo af -
3 % {v/v), con una densdidad Sptica de 0,60, medida en un es--
pectrofotémetro (Specironic 20 Bosh & Lombl a 660 nm, con cel
das de 1 em de fLongLiud ¢y 5.0 mf de capacdidad.

De fgual maneha se midio el checdmiento, espectrofotfomes~

Xrlcamente a 660 am,

b] Experimentos healizados en 2L Fermentador. Se uiiliz6
un germentaden marca Wnighfey 5 8T con capacidad de 2 £ y-un- -
volumen de trabajo de 1 Litno, bajo Las ‘siguientes condicio-
nes de fermentacifny temperaturna de 32°C, agitacidn de 340 npm
y aenecacdibn de 1 vum, v

Se ensayanon Los medios de cultivo B y C debddo a que a-
nivel de matnaz fué donde se obtuvo mayon pnoduca@durdgﬁicdm-
plejo espora-cnistal, :

Los experdmentos nealizados a éétefhiyéktd@@d&dﬁ» 6é”hna
de §ermentacibén, = o e ‘

Lla preparacidn del Lndculo'5a€,hadhdfdéi£a“619uiente ma-
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neray se tomanon 15 mé de un cultivoe de 48 hns. de crecimiento
y de agregahon a un thno de med&o de culilvo est&iil para Lo~
gran obtenen un inbculo -de 1. 5 % (v/v) Se ALQu&& e£ crheed=r-
miento eApectAoﬁatomet&&camente a uha £ong£tud de onda de 660

am,

5) Cinética de Crecimiento. _

a) Densddad 6ptica., A divensos Lintervalos de tiempo , Las
primeras diez horas se tomaron 5 mL. del cultivo a internvalos
de una hoxra, pasadas Las prnimenas 24 horas, Los intenvalos -
de tiempo aumentaron a cada trnes horas. Poniendose en celdas
Bosh & Lomb de 1 cm de Longdiltud y midiendose La extincibn a -
660 nm usando como bfanco el meddio de cultivo sdn Lnbculo, Las

detenrminaciones de extincibn (absorbancia)l se reallzarnon Lnme-

diatamente después de Ltomar La muestra y Las Lecturas se grafdl
caron en papel <mailiméinico.

b} Cuenta viable en placa. las cuentas viabfes en placa
se neallzaron en una sende de dilfucdones porn el método de va-
elado en pﬁaca; utilizando agarn nutritivo. Los tubos de Las -
muesthas de 68 horas fueron cafentadas a 65°C dunante 10 min.

0770 con soluc.idn sa-

para despuls efectuarn dilfuciones hasta 1
Lina at 0.85 %, sdendo despues vaciada una allcuota de 1 mf -
en una caja Petni estféndl, para después vaciarn 10 mf de agan-
nutriditivo, incubando 24 horas a 32°C , para deteaminarn ed nd-

mene de microonrganismos tenmornesdistentes formadones de colo-

nias {esporas).
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6] Recupenracibn det CompLeJo Eépana—Cn¢AIa£ deﬂ Bac&ﬂﬂué Thu-
ningLensds del Med&o de Cuttavo pon CO P&QQLPLI@C&JH con Lacto
sa.

EL pH Ztotal del caldo se ajusta a un pH de 7.0+ 0.1 con -

HCE 1T N con un potenclometno, se centhlfuga a 103

apm duran-
te 15 midn. en una centadlfuga refrigerada, decantando el sobre-

nadante, nresuspender en un volumen de Lactosa al 5%,afdadiendo -

4 volumenes de acetona se filtra al vacfo y se seca.

7} Tipificacibn del Baciflus thuringlensis.

a) Temperatura de crecimiento. EL nango de temperatura de
cnecimiento delf bacifo se encuentra entre 30 y 35°C consideran

dose La temperatura 6piima a 32°C .

b) Produccibn de crnistal protefco. Esta especie se distin
ge de otnas por La producelbn de uin cuerpo cristalino proielco
intracelular ;rara vez se encuentra mds de uno, el cual es for
mado en La céfula fase de erporulacddn, 7

¢} Monrfologila colondial;
‘ Colonias blLancas
Consistensia cremosa
Bondes nedondos ¢
Foama de "yema de huevo"

Tamano 2mm de diametro aphrox.
Opacas

* d) Tincdiones. Bacilos grandes que pon el método de Gram -
se phresentan posilivos en etapas temphanas de crecimiento .

e) Pruebas bloquimicas.
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METODOS INMUNOLOGICOS

1) Procedimiento para ta Administnacion def Complejo E&pdnd;F
-Cristal a Las Ratas. '

Se utilizd para La valoracifn Lnmunoflbgica ratas Zipo Wini'
tar, cuyo peso indicelakl fluctuaba entne 105 y 167 gms, Se Les --
administrd pon via oral por medio de una sonda gdsirfca una sud
pensibn del complejfo espora-cristal equivalente a 10mg del com-
plLejo porn kilograme de peso coaporad , durante un perfodo de 40
dfas con Lntetvalos de adminisiracidn de tres y cuatro dias. An
Zes de cada administracidn se pesardn Los andimales para fLfar -
2a dosis y evaluar su peso,

Junte con Lo animafes tratados se utilfizarbn un ndmero --
fgual de animafes coninol a Los que se Les adméné&tad.éogupiéh-
salina af 0.85% en Lugan def complejfo. |

AL finalizan el tratamiento se pesaron Los animales se Les
extrajo La sanghe poa £a vena axdilfan derecha, y se efectuo una
diseccdidn de bazo e higado para evaluar su peso coh respecto a-
Los obtendidos de Los andimales controfl. |

Con £as muestrias de sangre se procedio a efectuar fas valo
naciones Lnmunoldglcas sigudientes; cuenta de Leucocitoa,‘célu—-
Las formadoras de antdlcuenpos, anafilaxia pasiva cutdnea , un£-

dades 50% hemolfiicas y microhemaglutinacibn.
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Z) Detemminacion de CElufas Formadoras de Anticuehpods pon el

Método de Jenne,

a) Se toman hatas inmunizadas 3 b:ﬁid@ég"ahié;
fLcandn pon dislocacibn cervical. S

b} Se exthajo el bazo Yy se. coto*
Petni que contenia 3 mé de mgdL‘a ba Oadﬁfhzéa
‘o o . R

c) Se. tavd e£ baza con Aaﬁac&dn 5 ;

d} Se paaa e£ bazo Lauada a La caja da Petn& Ae anadan 2m£7
de solucibn de MEM Ae £e hde otno conxe por un exinemo y eon

varifias de u&dd&o Ae OPALMLG el bazo contra el 6ondo de £a ca

ja.

e} una vez que se exthrafl La majorn caniidad de céfulas po-
s44ibles se desechd La cdpsula def baze |

§) S& necogid La suspensifn con una jerimga €sferdil de 5me
y se pasa a un tubo de ensaye de 13x100, y Los gadmos mds gran
des se dejan sedimentar de 3 a 5 min.

g)l Se decanté La suspensilbn con ayuda de fa jferdinga.

h) Se difuyerbn Las células 1:30 con solucién de MEM.

L) En un tubo de ensaye se mezceld 0.1 ml de suspenzddén de
células iy 0.5 me de La suspensifn de endthocitos al 20%. Se Le
afiad<6 2mL de agarosa af 0.8% a 45°C y se homogeniza La suspen

sdon usando un agitadonr vortey,fa suspensidn se vaeld rapdida

mente a una caja de Petad de 10 cms de didmetro y se disitribu-
y6 La aganrosa por Zoda £a caja con movimientos rotatoniocs.

i) Se dejd neposan en una supenficie plana hasta que s0L4-
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dified el agan, Se sembrd dos placas por cada AaépenéLGn.

k] Se &ncubaadn Las placas a 37°C durante 45 m&n. ‘ v
£) Se agregé a cada cafa 1,5 m& de complemento de cobayo{f

diluido 1:10, se didtribuybé en toda La Aupehﬂ&c&e de la caja»—
y de Lneubb 30 min a 37°C, . Lo T

m) Después de Lncubar Las cajas se cuentdh 248 b?aédgﬁhe~
moliiicas que aparescan en cada cafa, k

n] Se tomé o.1 me& de so0lucibn de cétuﬂaé qut.:k' 'bhﬁddn
y se agreds 1.5 mb de solucibn de crnistal do V¢o£eta se hizt

La cuenta en La cdmara de Neubawern,
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3} Anafilaxia Pasiva Catanea (PCA},

a) Se tomé6 un cobayd rasurado grgz‘gmad‘Zébéetdévpeﬁozée'-
dividi6 en cuatro regiones igdateé.t k f“:tn; ‘ rw‘kt

b) En tnes de esas negioneé 4e znge¢:&ﬁqn bffmgiﬂé éad4 -
una de fas difucdones del sueno hépenénmdne, pan:ufa‘intnadénmé
ca

e} En £a cuarta hegidn se Lfnyeeitd por La misma via 0.1‘m£~
de so0lucibn saklina Lsoilbnica [(Lesiigo negativo).

d] Se dejardn Los animafes aeposan durnante trnes honras,

e] Se Anyectarbn por vla inracardifaca , 1 ml de La so0lu
cibén de antigeno con azuf de Evans.

§) Se 2Localizandn Las zonas de manchas azules en Las ne---
giones donde se Lnyectandn Las diluciones del sueno y La solu--

cibn salina.
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4) Determinacion Cuantitativa de ComplLemento en Unidades 50%

Hemolit.icas,

a} Se £avd46n Irnes veces en La centrffuga a 75b01a&'
nante 5 min Los gl6bulos nojos de carneno en TBS y‘§a5bAEbﬁﬁ6—

un difucibén al 2% en TBS (10 me),

b) Se ajusf La suspensibn en una celdda de L cm'def:Ldmg_
thos de La siguiente manerg se mezeld 0.6 ml de La suspendibn -

de ealtrocitos af 2% y 3.4 ml de agua destilada. Se Leyé La --

densidad dptica a 550 nm contra blanco de agua destifada. EL -

100% de hemofisis dio 0.5

c] A 10 mg de Za suspensibn anterndior se Le adiclonl un -~-
volumen Lgual de hemolisina previamente t.itulada (2 U 50% H) -
en TBS. Se mezceld bien y se {ncubd a 37 °C durante 30 min con-
agdltacifn frecucnte. Transcurrnido €ste tiempo 4e sacld el ma---
traz def bafio u de esfa manera tenemos Los enitrociios sensfbl
Lizades a una Juspensibn al 1%. i

d) Se hicienfn thes dilucdones en TBS de manera sigudfente:

L) 0.4 m2 de suero + 9.6 m& de TBS 1+25
£4L) 5.0 mZ de L) + 5.0 me de TBS 7:50
L44) 5.0 mE de L) + 5.0 me de TBS ¢ 1:100
Se colfocanén en el baio de hielo 14 tubos (16x7100) usando 4 tu

bos pana cada difucidn del sueno (12 tubos en total) y dos tu-

u

n

bos para Los testigos de La prueba.
e) Se distribuys en Los tubos Las sigudentes cantidades -

de Las diluciones , de La suspendidn de enitrocitcs sendibili-

zados « TBS.
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TUBO DILUCION DE ERITROCITOS TBS
SUERQ (X) SENSTBILIZAD(S
1 1.0 me 1.2 me
2 0.7 me 1,2 me
3 0.5 me lueme
4 0.3 me . 1.2me
T positivo 0.0 me ' 1.2 me- -
T negativo 0.0 m 1.2 mz.:f

§) Se mezclaron RLos tubos y se incubaron 4137¢C“ddiﬁnieuF'

30 min., con agditacLbn frecuente.

glSacando Los Zubos se Les addlciond a todoA 1. 0 m£ da TBS

frfo, excepto al ftestigo positive alf cual se ﬂe ad&c&onﬁ 2 8
mf de agua destilfada, agltando Los 14 Ztubos.

h) Centrifugando Los tubos a 1500 apm durante 5.miﬁ;;r
L} Se Leen Los sobrenedantes a 550 nm usandO'com0 ﬁ£¢ﬁ¢b-

ef tubo testigo negativo.

i} Se calceulé para cada tubo el pancentaje de hemot&A&A -

en nelacsén con ef testigo pq44t4uo {D 0



5) Microhemaglutinacitn, .

a) Obten&endo de 3 als me de sanghe de natones paeu&amen—
te Lnmundzados con gtdbu£05 nojos de carnens (GRC). '

b} Se dejdcoagulan La sangre y se sepgnld del AugﬁQ pbﬁ“€?

centadfugacibn, ’
e} En una placa para microtitulacin se Le ad&c&ond con =
La ayuda de una micnopdipeta de 50 micrholitros pgs S

d) AL pozu # 1 se Le addiciondé 50 m4c&o£4t&o¢ devéueho,'y

se efectuaron diluciones con £a ayuda de un m&c&gdi&uton de 50

mlcrolLlnos,
e] Se fe agregaron 50 micrholitros de GRC al 1% a cada po=

zo y se agitbé durante 5 minutos en La.placa de agitacidn.
§} Se incubargn a 37°C dunante una hora tapadas y etdque~
tadas adecuadamente.

g) Despuébs de xnanécunn&do eate i&empa ée pu¢¢enan £a4 -~

placas en el noﬁnAQQAadoa‘

k) Los ncsultadOA se abzuULenon obaemvando haéxa que pozo

se inhibif La hemag&ui&nac&&n.



RESULTADOS
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RESULTADOS DE L0S MEDIOS DE CULTIVO,

Tabla No. 1

Resultados del crecimiento def Bacilflus thuningdlensisd en

el medio de cultivo B, healizado en matraz Erlenmeyen de 500 -

m& con un volumen de Zhabajo de 150 mL, agitacidn de 280 npm,

tempenatura de 32°C y un inbculo de 3% (v/v),

TIEMPO DENSTIDAD OPTICA

{hns) (Absonbancial
0 0

1 0.06
2 0.10
4 0.30
6 0.82
10 1.02
24 1.60
25 1.65
26 1.65
27 1.65
28 1.65
29 ' 1.65
30 1.65
52 1.65
58 1.65
59 » 1,65
60 1.60
61 1,55
62 ' 1.58
70 1.30

72 1,28
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Tabla No. ?

Resultados del cneum.cenzto de& Baadﬂub zthuungx_enéu, en

ef medio de culitivo. C nea£42ad0 en mataaz Enﬂenmeyek de 500 -
me con un volumen de tnabajo de 150 né, agiltacidn de 280 rpm, -

tempenatura de 32° C y7un inbeulo de 3% (v/v}.

TIEMPO DENSIDAD OPTICA

(hrs) (Absonbancia)

S ' 0,07
1. 0.05
2 0.08
4 0.26
6 0.72
g 0.§5
10 0.90
26 1.45
27 1.45
28 1.45
31 1.45
56 1.50
57 1.45
58 1.45
60 1.35
63 1.32
68 1.02



ABs.

1.60

1.20

.40

0.20

GRAFICA N.2

CURVA DE CRECIMIENTO DEL PBacillus thuringiensis MG

EN EL MEDIO DECULTIVO €

A 1 7 18 20

14 23 n 3¢ 40 &4 40 L1 £13 g0

(.13

(1]

72

(TIEMPO EN HORAS )
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Tabka No. 3
Resultados del crecimiento def Bacillus Thuringiensis en

el meddic de culitiveo D, nealdizado en matraz Enfenmeyer de 500 -

mL conr un volumen de tnabajo'de 150 m&, agitacidn de 280 npm, -

tempenatuna de 32°C y un inbculo de 3% (v/v).

TIEMPO . DENSTDAD OPTICA
{has) o {Absorbancia)
0 o 0.05
2. 0.07
4 0.33
10 0.82
[ 1.20
30 1.20 )
31 1.23
32 1.20
34 1.20
36 : 1.20
49 1.20
50 - 1.17
g : 1.17
52 1.10
53 1.08
72 . 0.80

5 0.79



ABS
1.60

1.40

100

0.80

040

0.460

0290

GRAFICA

H.3

CURVA DE CRECIMIENTO DEL Baelllus thuringiensis MG-|
EN EL MEDIODE CULTIVO -D

16

10

24 20 32 3% A0 A6 L8 ST 56 60 64 88 72 76 (TIEMPO EH HORAS)
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Tabla No, 4 |
Resdetados del checimiento del Baciflus thuringiensis en

el medio de cultivo E, nealizado en matﬁaz Enlenmeyen de 500 -
mf con un volumen de thabafo de 150 mf, agitacidn de 280 rpm,-

temperatuna de 32°C y un inbculo de 3% (v/v).

TIEMPO " DENSIDAD OPTICA
{hns} {Absonbancial)
0 0.03
2 0.10
5 0.19
g 0.70
10 ' 1.19
28 1.35
29 1,35
30 1,35
31 1.35
32 : 1.38
33 1.35
50 1,168
54 1,09
72 v 1.02

74 1.01



ABS

1,60

1.40

1.20

1.00

0.80

0.40

o020

GRAFICA

N.¢-

CURVA DE CRECIMIENTO DEL Bacillus thuri ngiensis Mb-l
EN EL MEDIO DE CULTIVQ -E

20

% 28 32 3 40 A4 4¢ 52 3 80 @64 60 72 (TIEMPO EN HORAS)
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Tabla No. 5

Resultados ded cnecimiento del Bac.iflus ZthuringLensis en

et medio de cultivo F, nealizado en matraz Enlenmeyer de 500 -
mf con un volumen de Zhabajo de 150 me, agitacién de 280 rpm,-~

tempenratura de 32°C y un Lnbculo de 3% (v/v).

TIEMPO DENSIDAD OPTICA

(hns) (Absonbancia)
0. 0.01
2 : 0.05
3 0.08
5 0.10
7 0.25
9 0.35
10 0.40
26 0.60
27 0.65
28 0.60
29 0.60
30 0.63
3t 0.63
32 0.60
33 0.57
50 0.50
51 0.45
0,40

52



ABS.

160

1-40

1.20

i.00

0.60

2.20

GRAFICA N.5

CURVA DE CRECIMIENTO DEL Bacitlus turingiensjs MG
EN EL MEDIO DE CULTIVO - F

4 20 82 36 40 Ab 1) 32 86 80 84 L1 72 (TIEMPO EM HORAS)
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Tabla No. é

Resultados del cnecimé¢n£éi4é£fBadilluz-thuningienbié en
el medio de cultivo C, &eaﬁiiddéféﬁfgéhméniddoh manca wnzghzey
5 8T de 2 £ de capacddad y ,uﬁ b§£umgn de trabajo de un £itro,

agitacibn de 340 npm, aeneacibn 7”Uvm,‘tempenatuma de 32°C y un

indeulo de 1.5% (v/v).

TIEMPO DENSODAD CPTICA
(hns) _ (Absoarbancial
0 0.0
1 0.7
2 0.10
4 0.28
5 0.50
6 0.75
§ 0.89
10 0.95
24 1.50
25 1.50
26 . 1.50 ,
28" s 1.50
-
30 ‘ 1.50
60 1.50
62 1.45
66 1.42
68 1.30



1 ABS

160

120
1.00
0.80

060

0.70

CURVA DE CRECIMIENTO DEL Bacillus thuringjensis MG-I
EN EL MEDIODE CULTIVO - C

GRAFICA N,6

[ 12 18 20 2 ®» n 2 0 8 B2 88 [ I 13 gs 7t (T IEMPO EHHORAS)
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TabLa Ne., 7

Resultados de cuenta viable en placa del Bacillus Thunrin-

giensdis en Los difernentes medios de culiivo, con un tiempo de-

incubacidn de 24 horas y una Zemperatura de 32 °C.

MEDIOS DE CULTIVO CUENTA BACTERIANA No. DE EXPERI-.
‘ POR m& DE MEDTO MENTOS

1.69 x 107

1.03 x 106
2.82 x 105
3.25 x 10°

1.00 x 10°

mTTm IO o
ososmlos;o\‘".‘

NOTA.

Debido a que no fué posibfe estabilizan el espectrofots-
metro para nealizan fa curva de crecimiento del medio de culff
vo A, ya que esie contenda un gran ndmexo de parifeulad sudpen

didas (f4inos), se excluyd taf experndimento def proyecto.
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RESULTADOS DE LAS VALORACIONES IMUNOLOGICAS

Tabla No. &

Resultados de La evaluacibfn comparativa del porncdento ded

bazo en nrefacidén al peso corporal de Las ratas tratadas con el

complejo espora-cnistal con Las nratas control,

=
Q

on Ny T W N =

RATAS TRATADAS

BAZ0
EN PESO

.36
.27
.32
.41
.29
.46
.37
.40

oR

QO O O O O O O

Las natas tratadas presentan:
X = 0.36
Las natas control presenian:

X = 0.46

P :>> 0.05 no significativo

RATAS CONTROL

No BAZ0
$ EN PESO

0,49
0,37
0.40
0.70
0.33
0.4§

0.1322

S = 0.064

{Mann Whitney)
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Tabla No. 9
Resubtados de ﬂa‘auqﬁaqcéén,compaaatéva def porcdente del
higade en .relacien a£}§e§b;cbnpdna£ de £as natas tratadas con-

el campﬁejo‘eépoiqéqﬁgbﬁal con Las ratas control.

RATAS TRATADAS . . RATAS CONTROL

No  HIGADO  No HIGADO .
$ EN PESO . $ EN PESO

13,9 1 3.0

2 3.9 - 2 4.1

3 3.6 3 3.8

4 3,6 4 4

5 3.8 5 4.1

6 3.8 6 3.8

7 4.0 7 3.6

§ 3.5 g 3.5

9 3.2 9. 3.7

10 5.4 10 3.9

1 3.2

11 3.2

13 3.2

14 3.4

15 2.9

Las Aaia@finaiad44'pde4ehtan;
X = 3.52 s

Las ratas controf presentan:

"

0.3363

“UXs 3 s

n

P j>ro;°57ﬁ° signifécativo (Mann Whitney).
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Tabla No, 10

Reéuttqdo4 de ﬁq“evaguacédn,compaaattva def ndmeno de Ley

cocdtos pon métt@e;ﬂq bico’de Las natas tratadas con el com-

plejo eApanq;cniéiai;cohfﬁéé @aidé control,

RATAS  TRATADAS  RATAS CONTROL

No. '~ No. DE 7 No. No. DE
LEUCOCITOS : LEUCDCITOS

1 4000 1 8600

2 6500 2 6700

3 5300 3 6500

4 4000 4 7300

5 3500 5 7900

6 2500 6 5400

7 4300 7 5700

Las natas ratadas presentan:

X = 4300 S = 1.284
Llas natas contrhol - presentant ,
X = 6870 S = 1.1499 &

P <i.0.05 &L es sdgnigicativo (Mann Whitney)
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Tabfa No. 11
ReAuztaddA:dth'*""

mparativa det ninero de cé-

Lubas ﬁanmadundg;daymnt cue de £a&>4a¢asﬂiﬂdtadd54éohhé£ -

atas control.

RATAS  TRATADAS = RATAS CONTROL

E No, DE CEL, No. DE CEL.
No. FORMADORAS No. FORMADORAS

DE ANTICUERPOS DE ANTICUERPOS

1 90 1 390

7 300 2 360

3 990 3 4290

4 120 4 270

5 60 5 420

6 60 6 420

7 30 7 180

Las haiaéﬁiaataddé presentan:

. e X o= 107,14 S = 2.99
Las naias contrnol presentan:
' X = 351.3 8 = 3.09

PL 0.05 84 es significativo (Mann Whitney)
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Tabla No, 12

Resultados de Zaf:‘evka_'yﬁ" ative det titilo de fa

microhemaglutinacibn de Las ratadas con el complejo es-

pora-cristal con Las natas contro

RATAS TRATADAS . RATAS CONTROL
TITULO DE LA - TITULO DE LA
No. MICRO~ No. MICRO-
HEMAGLUTTNACTON - . HEMAGLUTINACION
1 1:2 1 118
2 1:4 2 7:4
3 1:2 3 7:8
4 1:4 4 1:8
5 1:4 5 1:2
6 1:2 6 1:4
Las ratas ':‘t/;a_tddaa; presentas .
X = 3 S = 1.0954
Las ndth ébntnat presentan:
‘ Xo= 5.6 .8 = .7.3868

P ;) 0,05‘?no;é5 sdgnificativo (Mann Whitney)
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Tabla Ng, 13 ’
Resultados de La evazanLOn’companqt¢varde“laé‘unLdadeé -

50% hemotfticas de Las natab t._ eépona-—‘

-cnistal con Las nataA'conont,“

RATAS TRATADAS  °  RATAS CONTROL

" UNTDADES 50% ~ . UNIDADES 50%

No " HEMOLITICAS. No, HEMOLITICAS.

1 42,85 1 85.71

2 75.00 2 73.17

3 37.50 3 61.22

4 49.95 4 75.00

5 61.08 5 76.97

6 85.71

7 S 17.04

8 26,78

Las nataé tnatadaé pneéenianr 

L X=5200 0 S = 25.8
Las nataa contaoﬂ p&eaenian:‘ '

74.39 | |
P :> 0.05' no es A&gn454cat4uo (Mann Whitney)
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Resultados de Anafilaxia Pasdva Cutdnea.

a) EL sueno de £a¢>4ata4 tratadas con el complejo espora-
-erlstal moAinaaon aciiuid¢d de anticuerpos hetenocitaxndpico
cuando e adminisiné pon Qié subcutdnea a cobayos Aaﬁ03llﬁz’;£
tulo obtenddo gug do 19,  §£ suero de fas natas con#nd&;;hé -

mositnd esa actividad.”

b) EL suero de Las ratas tratadas con ed complefo espora-
-enddzal mostranon una acitLvdidad homocditoinbépica, cuando se ad
mindsiné porn via subcutfnea a ratas danas. EL titulo obtenido

fue de 10 . EX suerd de Las ratas control no mosind esta acti-

vidad.,



DISCUSION DE RESULTADOS
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DISCUSTON DE RESULTADOS

a) La cuenta yiable del Bacillus thuringiensis MG-T en -

Los medios de cultivo D,E y F mostraron una cuenta viabfe muy
similan (ven Tabla No.7), en tanto que Los medios de cultivo -
B y C ofrnecen un mayor rnendimiento del complejc espora-cristal.
EL medio de cuftivo B da un maver Lndice de preduccibn (1.69 -
x 107 bacteniab / mL), ain embango La crecdiente demanda de La-
hanina de 4soya , componente Lnitalnseco de esie medio, ha ele-
vado en foama considerable el costo de €sife medio de cultivo, -
por Lo cual y en vista de £os resultados obtenidos en el medio

de cultivo C { ves Tabla No., 7 } , &ste mostrné sen el mds ade-

cuado pana La explotacion def complejo espora-cristal, tanto -

porn su bajo costo,nomo por su aflte hendimientco,

b} EL compontamienite inmunolégico def complfejo espora-chis
tal en fLas ratas thatadas con ura dosdis de 10 mg/kg de peso con
poral mostho que ; al final ded tratamiento (40 dias),Las ha-
tas tratadas no mostraronr cocn redpecto a Las hatas control he-
patomegalia ni esplenomegafia ( ven Tablas § y 9 }. La cuenta-
de Leucocdites en ef bazo mestadé una diferencia significativa --
con respecito a Las ratas control (ven Tabla No. 10). EL conteo
de cffulas fonmadonas de anticuenpos (métode Jerne) mosinb una
diferencia sdignificativa cntre ambos grupos de ratas (vern Ta--
bfa No. 11). La cuantificacibn def titulo de unidades 50% hemo

LLticas no mostrad una difecrencia estadistica entre ambos grupes

{ven Tabla Ngo,13}, En fa produccifn de andicucipos medidos pon



.

micno hemaglutinacifn, no se observd una diferencia esiaddsdl
ca enthe ambos grupos de natas. (ver Tabla No, 12), EL suero -
de Las natas tratadas mostranbn heaccedén de hipensesibilidad

en natas de La misma especie como también en cobayos albinos-

hasia en un tltulo de 10.



CONCLUSIONES
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CONCLUSTONES

a’) EK:medio de cuﬁtiuo B, en el quevrse utiﬂ{zQiZq haA£na
de soya, peamdite producin cantidades Lmporntantes del compzejo
espona-chistal, sin embango el costo de €sta mateata prima ha<
ce de este medio no costeable.

b) Fambién el medio de culitivo C xadinde cantidades Lmporn-
tantes del complejo espora-cristal, pero con un costo menor -
al meddio de culitivo B, ya que no Lncluye a La hanina de soya
entrne sus componentes.

c) Las matendas primas naclfonales permiten obtener bue--
nosé hendimienzos del complejo espora-cristal, reducdiendo apng
clablemente sus_.costos de produceddn.

d} Las nratas tratadas con el complejo espora-cristal bajfo

Las condicicones establecddas previamente, no presentan al final

del pendode de trnatamiento nd hepatomegalia ni esplenomegalia.
e) EL complejo csporna-crnistal mostné que poddia disminudlr-

el nimero de Leucocdtos contenddos en el bazo de Las rnatas tra

tadas.

§) EL blodnsectisdida no mostrnd tenen en el tilempo sefiala-
do Lnfluencia so0bre La concentracibn del complemento medido -
en unddades 50% hemofiticas.

g) En Las ratas tratadas no se obsenvd un disminucdbn en-
£a produccidn de anticueapos medidos por mienrohemaglutinacibn.

h) Los anticuenpos generados pon Las natas trnatadas mosxzE-
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thanon contenen Los tipos Ig E homoedltotalpicos e Ig G heteng-
citotndpicos, con tiltulo de 10,
{) EL complejo espora-cristal neduce ef ngmero de células

§onmadonas de anticuerpos medido porn el méiodo de Jeane.
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APENDICE :
Probabitidad de Mgnﬁiﬁhitney | _ |
1] Se Z&enénbdb$’§ﬂdpbs,”una de ratas contnoz'y”giﬁda'de—, |
hatas trnatadas. | e 7

?2) Cada giupo esta deternminado por cderto ndmenro dé'é£e>— 

menios, que se numeran Ny y npy respectivamente.

3) A cada efLemento de ambos grupos se Le epumeranrd en or-
den progresive, de acuendo a Los valores que presentan, asig--
nandose una numeracdibn come La sigudente; 1,2,3, .,etc.

4} En el caso de que dos o mds elementos sean Lguales, Los
nimenos connespondientes al onden progresivoe, se suman entre -
AL y se dividen entre el nimenro de elementos, es decin, 4L el-
ndmeno que Les conrespondian erd 4,5 yide suman estos y se di-
viden entre el nlmenc de elfementos, en este caso es thes, Yy a
€s104 se Res asdgna ef valon obtenido, el sigulente elfemento -
def onden progresdve se Le pone el ndmeno sigulente, en €ste -

caso es el ndmeno 7 y asl sucesdvamente,

5) Obtenido el ¢rden crneciente de ambos grupos, se procede

a sumar Los nimenos de onden creciente de cada grupo porn sepa-
rado,
6) A La suma de cada grupo se Le asdigna fa Letra R; Ry --
connesponde al grupo de Los control y Ry al de Las tratadas.
7) Se aplica £a sigudlente nelacdbn panra encontranr Uy y Ug
Up = mgng + 1/2 ng [ nge1) "= Ry

Uz = nyng + 1/2 ny | n1+1) - R1
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Tabta de Mann Whithney.

N N R R v v v e s

e . T T Y, RN B N R I I T T

L I B Y T T

- v i e e
W W N~~~ D

e O W N

11
12
13
14
15
17
1§
19
20

S M W Ny -

10
11
13
14
16
17
19
21
22
24
25
27

[ NEET, TS U Y

12
14
16
18
20
22
24
26
28
30
32
34

e T N

10
13
15
17
19
22
24
26
29
31
34
36
38
41

10
12
15
17
20
23
26
28
31
34
37
39
42
45
48

11
14
17
20
23
26
29
33
36
39
42
45
48
52

55

11

13
16
19
23
26
30
33
37
10
44
47
51
55
58

62

12

11
14
18
22
26
29
33
37
41
45
49
53
57
61
65

69

13

12
16
20
24
28
33
37
41
45
50
54
59
63
67
72

76

14

13
17
22
26
31
36
40
45
50
55
59
64
67
74
78

83

15

10
14
19
24
29
34
39
44
49
54
59
64
70
75
80
85

90

16 17 1&
! rd 2
6 6 7

o111z

15 17 18

21 22 24

26 28 30

31 34 36

37 39 42

47 45 48

47 51 55

53 57 61

59 63 67

64 67 74

70 75 80

75 81 86

§1 &7 93

§6 93 99

92 99 106

98 105 112

19

?

7
13
19
25
32
38
45
52
5§
65
717
78
§5
97
99
106
113

119

20

13
20
27
34
41
48
55
62
69
76
&3
90
98
105
112
119

127
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