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1, INTROUUCCION. 

1,1) Antecedentes del T. cruzi, 

Le enferMedad de Chagaa se consider• exclusivamente del conti-

nente americano, •fectando • la m•yor!a de los pa!aes • excepci6n 

de C•nad,, SurinaM y Guyana. ln sl, su distribuci6n comprende des-

de el aur de loa Estados ünidos de NorteamArica hasta el norte de 

Argentina y recae principal~ente sobre poblaciones rurales que ha-

bitan en viviendas de conatruci6n daficiente. (21) 

La·trascendencia de esta enfer•edad·radica en que su agente etiol6-

gico, !!-=!~!!• trans~itido por triatominos, invade el corazón y o-

trae vísceras de las huEepedea caudando cuadros cl!nicos graves que 

con frecuencia conducen a la muerte. Ll padeci~iento es de elte pr~· 

valencia en Americe, existiendo al menos 20 millones de personas i~ 

fectadas.(IB) En H~xico se puede considerar a la enfe""'edad de Cha-

g•a como une endemia existiendo zon•s geogr6fices en qüe la parasi­

tosia es un problema de Salud P~blica,1 23 • 25 ) 

La enfer•ed•d como tal se conoce en H~xico desde 1940 Cüando Hazzo-

tti report6 por vez primera dos casos hu~enoe procedentes de Teojo­

mulco, Oexaca.< 23 > A partir de entonces varios investigadores han 

tr•bejado sobre ~ete padeci~iento realizando diversos estudios enea 

minados • conocer la dietribuci5n e importancia de la enfermedad de 

Chag•s en la Rep6blica Hexicana,1 24 ) 

Varios inve1tigadores han tratado de aislar las diferentes fases e~ 

tracelularea del ciclo vital de !~-=!~!!• Lenham fuA uno de loe pr! 

•aros en tratar de sep•t•r tripomaetigotes aangu1neae a partir de 



sangre de •am{feras infectad•, utiliz•nda intercambiadares celulos! 

cos de iones, ebteniendo buenos resultados,l!O,ll,IS,l 6 ,ZI) 

Otros investigadores han tratado de aislar laa f•ses del parásito • 

partir de triatominos y medios de cultivo infectados, encontrandase 

resultados setiafectarioa.ll, 2 ) Sin e~barga, dicha• estudios han s! 

do escasos y llevados a cabo de manera aislada lo cual 5e re~le;e 

en el hecho de que hasta la fecha na existe un programa estatal da 

control de la ~nfer~edad de Chagas, por lo tanto se desconoce la 

verdadera magnitud de esta enfermedad en el pe!s,IZ4 ) 

1,2) Definición de la Enfermedad de Chagas. 

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis ~mericana es u~a af~ 

cci6n parasitaria h!stica y hem6tica, causada por un fla~elaoo, !!~ 

E!~~!~~~ ==~~!• este protozoario es transmitido al homb:e y otros 

mamíferos por hemípteros hemat6fegos de le familia Reduviidae s~bf! 

mili• Triataminae,l 4 ) 

1,3) . La situaci6n taxon6mica (segGn Levine y cal., 1980) es la si-

guiente. 

Reino: Protozoa 

Phylum: Sarcomastigaphora 

Subphylum: Hastigophora 

Clase: Zao~astigophora 

Orden: Kinetoplestide 

Suborden: Trypanosomatina 

familia: Trypanasomatidae 



Subfemilia: 

Eapecie: 

3 

Trypanaeo•atinae 

!!lE~~~!~~! 

~!~~! 

I.4) Características morfológicas del !!-~!~!!• 

!!_:!~!! presenta en preparaciones te"ides, • partir de fratis 

sanguíneos, una morfalogía caracter!etice, Y• que adopta forMa de 

"e" o de "u'1 • Tiene une longitud aproximada de 20 micras, un cinet! 

plasto muy grande, de posici6n subter~inel, el cual se sebe que ea 

una mitocondria 'edificada. Posee adem6s, un flagelo libre y membr~ 

na ondulante estrecha. Esta forma corresponde a la de tri~omastigo-

te, ya que el parásito presenta diferentes fases de desarrollo, de­

pendiendo del hu~sped en el que se encuentre.(l 2 ) 

El agente etiol6gico !~-~:~~! se halla en tres formas marfológic•­

mente distintas, definidas por l• posici6n del cinetaplasto (orga-

nela que ceracteriea el orden) con respecto al núcleo. 

•) Los amastigotes: son organismos de forma esférica u ov•lada 

de •praximademente 2 micras de di,metra, presenten cinetoplasto, 

gr6nulo basal, f legelo reducido a una corta porción del axonema que 

tiene un recorrido intrepratopl6smico, sin atravesar la membr•ne. 

Represent• une forma de •ultiplicaci6n que se encuentre intracelu-

larmente en las ~•míferoa hu&spedes. 

b) lpimestigotes: \ienen el cinetoplasto situado en posición 

•nteri~r, cercana el ~úcleo, un flagelo y un• membrana onrlulante 

corta; son organismos fusiformes de aproximadamente 20 micres de 

longitud y representen una forme rle multipliceci6n ~ue se encuen-
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tr• en •l tubo dig••tivo del tranaaisor y medios de cultivo.1 3 ) 

e) Tripom•stigotes: e<istsn dos tipos dependiendo del hu6aped 

an que se locelicen¡ 

c.I) Tr•~omastigotes metac!clicos: tienen el cinetoplasto si-

tuado detr6e del núcleo y un flegelo, ea! COMO una ~embrane ondulan 

te a lo largo del organis~o, su longitud es de aproximadamente 16 a 

20 micras, representan la forma infectiva. Aparecen en le luz del 

recto de los triatominos. 

c.2) Tripomastigotes sangu!neosi morfol~gica~ente presenta ci-

netoplasto grande, oviforme, generalmente subterminal, n6cleo cen-

tral, SJ longitud es de aproximadamente 16 a 20 micras. Se encuen-

tren en el ~am!fero huésped donde transmiten la infecci6n de una 

c6lula a otra o infecten al triatomino cuando éstos ingieren la sa~ 

gre de individuos o animalee infectados. t 6 • 14 ) 

1.5) :iclo vital del l!-==~~!· 

Bajo condiciones naturales, la infecci6n pot !~-~!~!! es inici! 

da por los tripomastigotes metacíclicoe, que •e encuentran en el tu-

bo intestin•l del triatamino. El insecto al pic•r y succion•r sangre 

del ho~bre o ~•m!feros, defece saliendo aeí loe tripomRstigotes me-

tac!clicos, los cuales penetran a través de mucosas o de la conjun-

tiva ocular. 

El par6sito, una vez dentro de lea c61Jlaa, ae tranafor~a en amesti-

~ote el cual iniciQ su reproducci6n, dividiendose repetidamente por 

fisi6n binaria y destruyendo final~ente la cAlula hu6sped, 6sta ci-

clo reproductivo se repite verías veces y puede llevarse a oebo en 
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cuelquier tejida eunque ae h• raport•do que l•e sitias •As frecuen-

tas afectados son: •iacerdio, sietem• nerviaeo central, siate~• r6-

t!cul• endotelial y mQsculo lisa del tracto intestinal, en eatea l! 

c•liz•cianes, les amastigotea euel•n •gruparee formando •nidoen, 

d•epuAs de haber destruido varias c6lulas hu6sped. 

Despu~s de algún tiempe, los amastigates se transformen dentro de 

los nidos o pseudoquistes, en tripomastigotes sanguíneos, los cualea 

son liberados alrededor del tejido. Estas fases pueden invadir cllu-

les en el erea in•ediate, o ser acarreados a otros tejidos por medio 

de le circulaci6n sanguínea. 

Al ester circulando en sangre, pueden ser ingeridos por el transmi-

sor, el cual al succionar sangre loe lleva a su intestino en donde 

se tra~sforman en epimastisotes, estos se multiplican por fisi6n bi-

naria transformandose despu~s a tripomastigotes ~etac!clicoe, cerra~ 

dose as! el ciclo de vida. l 7 l 
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2,0) Cra•atograf ía por intercaabio i6nico, 

L• cro~•t~graf !e por interc•mbio i6nico distingue en une mezcle 

un c~Mponente de otro, baaándose en el n6mera de cargas del signa no 

apropiado que se encuentran disponibles en cada moI,cu1• para tener 

intereci6n con el intercambiedor de iones bajo les condiciones im-

puestas. [l t1maMo molecular es por lo tanto un factor importante y 

la ~istribuci6n de cargas tiene ta~bi~n su funci6n.( 20) 

Las aspectos físicos de un sistema cramatogr,f ico líquido san 

fa•ilieres; una mu~stra se aplica a un extre~o de un tubo empacado 

con perticulae caoaces de tener interaci6n de algún modo con las su! 

tancias de le ~uestre a diferentes velocidades, dependiendo del gra-

do de interaci6n con les partículas. Esto es esencialmente un siste-

ma de contracorriente s6lido-l!quido, en el cual la velocidad de mi-

greci6n de un componente dado depende del n6me~o relativo de sus mo-

l~cul•s qua permanece~ en la f•se líquida, en compereci6n con el nú-

mero que acup•n la fase sólida en cu•lquier punto de equilibrio. Pa-

re cada molécula esta puede expresarse como le fracción de tiempo, 

que se encuentra en soluci6n libre en el líquido en compereci6n cmn 

el tiempo en qJe se encuentra asociada con lee part!cul•s. El caafi-

ciente de partici6n es la e-presi6n nurn6rica de esta distribución. 

Le separaci6n de los componentes dapande de las diferencies adecua-

das en sus coeficientes de p•rtici6n, tomando en cuenta la eficacia 

de une columna dada en prmparcionar repetidamente, a una cantidad d! 

da de cada componente, el equilibrio entre las dos fases. Mientras 

mis elta es la c•pacidad del e~paque de le column•, ~•yor es el nume 

ro de equilibraciones que puedan ocurrir dentro del valumen de l• c2 
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lumna y menor en la diferencia mini•• en el coeficiente de p•rtici6n 

necesario pera la resolucidn. 

La aaociaci6n con las part!culas puede tener muchas causes, ºP! 

randa solas o en conjunto. Ueualme~~e están involucradas fuerzas se-

cJndarias (i6nicas, hidrof6bices, enlace• de hidr6geno, etc,) que C! 

usan adsorci6n a euperf icies en el exterior (o en el interior) de la 

part!cula.< 20 > 

Loa polielectr6litos se unen a los intercembiedoree me iones C! 

lul6sicos a través de la formaci6n de uni~nes electrostáticas entre 

cargas de signo opuesto sobre la macromo!Ecula adsorbida y el ínter-

cambiador de iones, Mientras mayor sea el nO~ero de uniones, mayor 

seti la afinidad. Estas uniones elec~rost6ticas individuales se ~s~ 

tán disocianoo constantemente y refor,ando a medida que lo~ iones de 

sal compiten por los sitios de uni6n, pero si el polielectr6lito y 

el adsorbente ofrecen el suficiente n~~ero de cargas del sisno apro-

piado, el número de uniones formadas nacen que una disaciaci6n simul 

tanea sea muy rara. La mol~cula •cs~rbida entonces permanecer6 inmo-

vilizada sobre el adsorbente tanto tiempo co~o su media permenesca 

constante. A esta situaci6n se le lle~a "enlace hermEtico o adsor­

ción hermétice•.( 20) 

Un aumento en la concentración de le sel aumente la efectividad 

de loa iones de sel al ca~petir por los compa~erQS de enlace y puede 

subir a un valor finito la probabilidad que una diaociaci6n eimult&-

ne• de todas las uniones edsorbi~ndo ~na molécula ocurra en un tie~-

po dado. De la molécula adsorbida se dice entonces que eeté en un e­

quilibrio de adsorci6n finita con el adsorbente y que se ~over6 ha-



ci• abajo, en le columna, • una velocid•d finit•. Cuando ~wl• proba-

bilidad es menor que la unidad, la velocidad de migración seri mis 

lenta qua la del l!quido transportador. Mientras más lenta es le can 

cantraci6n da la sal, la banda adsorbida ~igrar6 más r6piUamenta y 

esta condici6n de equilibrio de adsorción finita ae •pli=a a la reg! 

6n c~mpleta, desde el movi~iento apenas perceptible hast• la veloci-

dad perceptiblemente mis lenta que la velocid•d de f luj~ del liquido 

eluyente. Solamente dentro de estos lí~ites se puede obtener el gran 

poder oe resoluci6~ de la cro~atograf!a 1 por que es baja estas cand! 

cienes que los pasas mOltiples de adsorci6n y desadsorci4n puden ac~ 

rrir con le consecuente migración diferencial de substa~cias que ti~ 

nen afinidades entres!, pero diferentes pera el adsorbente.l 20) 

Se puede suponer que la superficie de un intercambiador de i•--~ 

nes presenta m6s o menos una distribuci6n aleatoria de cerg•s a la 

mol6cule que está adsorbiendo y que la últi~a •frece al intercambie-

dar de iones un número limitado de cargas de signo opuesto. L• efec-

tivid•d de estas cargas estaré determinada por factores configuraci~ 

nales en ambas superficies, cargas de signo •o apropiado que inter-

fieren con le molEcula edsorcida y, lo más importante, la competen-

cie de los iones de lñ solución amortiguadora por los iugeres de u­

ni6n tanto del intercamoiador de iones como de la macr3~ol~cula.< 20 > 

Puesto que la afinidad de un polielectr6lito por un intercem-

biador de iones depende del número de uniones electros~áticas que 

pueden formarse entre ellns, es evidente que el número de sitios ca! 

gadoe disponibles sobre el polielectr6lito para le for~•ci6n de enl! 

ces es la base primnria pare la separaci6n crometografica por un ad-
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sarbonte dada. Par la tanta, se deduce que las palielectr6litas can 

la misma densidad de carg• superficial neta (y en consecuencia, ~a­

vilidades elactrofor~tic•s similares), pero que difieren en ta•ano 

molecular, tienen correspondientemente, diferentes afinidades por el 

adsorbente. Los •ás grandes est6n unidos mis her•6ticamente y apare­

cen despu!s en wn perfil de eluci6n. Por razones parecidas, los polf 

electr6litos con movilidades electrofor~tices considerablemente dife 

rentes putden e~erger de la columna en la misma posición debido a 

las diferencies compensadoras en temeno;( 20) 

El pM del Medio es otro factor import~nte en la adsorcidn; su 

efecto se ejerce a trav~S de cambios en el número de cargas disponi-

bl_es pera enlace. Así, un aumento en el pH puede esperdrse que au:nen 

te la carga absOlute neta negativa en les proteínas lsie~pre y cuan-

do tengan grupos ionizables que sean ef ectados por cambios en el pH, 

como sucede muy frecuente~ente), de tal modo que sus afinidades au-

menten por un adsorbente cargado positivamente linterca~biador anió-

nico. El mismo aumento en el pH disminuye las afinidades de las pro-

te!nas hacia un adsorbente cargado negativamente (intercambiador ce-

ti6nico) y suponiendo que hay cambio nulo o m!nimo en las carga:_ del 

adsorbente, un inventaria sistem6tico je tales cambios de los medios 

pera eluir la prote!ne de le columna. La misma transici6n de una con 

dici6n de unión fuerte e una condición de equilibrio de adsorci6n f! 
nita se logre cuando le eluci6n se produce por un aJmento en le con-

centreci6n de le sal. Sin embargo, el ca~bio en pH produce este re-

aultado reduciendo la carga efectiva de la proteí.n• de tal ~odo que 

puede for~arse un nOmero menor de uniones electroat6ticas y de ah{ 
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aumentando la posibilidad de una dieaciaci6n simultánea de lee unio-

nes adsorbente a un valor finito. En forma similar, la diaNinuci6n : 

en pH aumenta el número neto de cargas absolutas • positivas en las 

proteínas, au~entando sus afinidades hacia un adsorbente cargado ne-

gativemente y reduciendo sus afinidades hacia uno cargada positiva­

•ente. l20l 
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11. fUNDAHENTACION DEL TEMA 

!! _ _::~!! presenta div•reas fases en la naturel•• 'entre l•a extr! 

celul•res tene~es: 

a) Trip•maatigate s•ngu!ne•1 fono• alargada de 20 micras de lar-

go y S micras de ancho, es l• fase infect•nte pare loe transmisores. 

b) Epimaetigete; fusiformes de 35 •icras de largo, se divide ac-

tivamente en el transmisor y en ~edioa de cultivo. Se encuentra en el 

huásped vertebrado al darse el ciclo tripomastigote-e~imastigote-ama! 

ti~ote-epimestigote-tripo~estigote. 

e) Tripamastigote metac!clico; aorf~logicamente parecido al tri­

pom8stigote sanguínea, pero de caracter!sticaa fisiol6gicas distintas 

fase infectante para el hu6sped vertebrado.!IJ) 

Como se puede observar las f eses extracelulares se pueden dar en 

far~• morfolagic•mente semejante. Por ejemplo loa tripomastigotes se 

encuentran en sangre, treneNisores y medios de cultiva. En cuanto loa 

tripomastigotes metacíclicos se sabe cue son diferentes fisiol6gica­

~ente hablando, de los seng~!neas. (B) Pero ¿qu6 tanta son diferentes 

los tripomaatigotes metactclicos obtenidos en medios de cultivo de 

los de tranaaisores1. Al mismo ti~mpo eurge otra interrogante entre 

la similit~d de los epimasligotes que se obtienen en medios de culti­

vo y de los obtenidos en trena•isorea. lsto padr!a ser resuelta si se 

someten e pruebas bioqu!~ic•s y biol6gicas e cada una de las fases 

por separado. 

Par lo tente es necesario tener separadas las distintas f eses p~ 

r• someterlae a diversas prueb•s pare poner en evidencie las similit~ 



12 

des a diferencias que existen. En ol laboretorio se reelizar6 la sep~ 

r•cidn utilizando, triat~minos (transmisores nat~rales), ~edios de cul 

tivo •celulares y ratones infectados con el parásito. 

Dada las diferencias en las cargas netas de cada una de las f eses 

se aprovechar6 esta carecter!stice pare separarl•e a travEs de una co­

lumna oe intercambio i6nico (UEAE-celulosa) utilizando las experien­

cies de otros investigedoree que ee citan en la literatura. Otro •A­

tado ser6 el separar loe epimastigotes por centrifugaci&ñ e bajas te~ 

peraturas, aprovechando aue esta fase es la que primero aparece en los 

medi~s de cultivo. 

El material biol6gico obtenido ser6 aprobechado pa=a diJersas 

pruebas biaquÍNicae que sirvan a demostrar si ex~sten o ~o las difere~ 

ci•s a~tes mencionadas. 
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111. PLANTEAMIENTO Dtl PRCBLEMA 

L• Enfermedad de Chagas o Tripenosomiasis A•ericane es un pade-

ci~iento cr6nico resultante a partir de la infección con un flagela-

do protozoario denominado !!~E~~~~~~: :E~!!· tata zoonosis esta li­

mitada a el continente Americano, en perticalar a los países de Ame-

rica Latina. Con bese en los estudios publicadas se estima que al ~e-

nos 20 ~illones de personas est6n infectadas con ~ste parásito y ca-

rre~_el riesgo de desarrollar las manifestaciones clínicas caracte­

rist!cas de la etapa cr6nica.( 6 l 

iliferentes ~edice~entos se han dieeMedo y probado con~ra !~-~!~~ 

zi pero ninguno de ellos ha sido completamente efecti~o para el tra-

temiente en humanas. Ademfis no se cuent~ a~n con vacunas y los pro~ 

gramas de control de transmisores están evocadas mfis a cuestiones po­

l!t i=as que técnices.(B) 

Le ante=iormente expuesto puede explic•r el porque !:_::~!! es 

uno de los organismos m6s estudiados en los laboratorios de investi-

gaci6n en el mundo. En nuestro país ae localizen diversas zonas en­

d6mices constituyendo un serio problema de salud pública. \ 22 • 25 > 

En l• naturaleza !:-~=~~! presenta diferentes fases dependiendo 

del huésped en que se localice y si est( dentro o fuere de les c~lu-

les (localización intra y extracelular, res~ectivamente). Cada una 

de les fases presenl~ características biol6gicas distintas por lo que 

se tienen que realizar estudios por separado en cada una de ella. 1or 

tal motivo en el presente treb•jo se intenta obtener por separado a 

l•s distintas f•ses extracelulares de !~-=!~!!• 
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IV. :OBJETIVOS 

IV.!) Objetivo generala 

Obtener por separado e cede une de las fases extraceluleres del 

cicla de vida de !!-~~~!!• 

IV.2) Objetivos espec!fices1 

a) Aislar tripomastigotes sanguíneos • partir de sar.~re de ra­

tón infectad• con !!-~~~!!• utilizando la t~cnica de se=araci6n por 

intercambio i6nica en colu~nas de DEAE-celulose. 

b) Aislar trioomestigates metacíclicoe • partir de triatominos 

(Hemiptera;Reduviidae). infectados con !:_::~~!· utiliz•n~~ columnas 

de DEAE-celulosa. Al mismo tiempo obtener la fase de ec:~astig~te. 

e) Aisler tripo~astigotes metacíclicos a partir de ~edios de 

cultivo acelulares, utilizando columnas de DEAE-celulosa. 

d) Aislar epi~aetigotes a partir de cultivos acel~lares, utili­

z•ndo t~cnicas de centrifugaci6n a bajas te•per•turas. 
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V. HJPDTESIS DE TRABAJO 

Si existen valores de carga negativa neta diferentes entre lae 

distintas fases del ciclo biol6gico de !~-==~!~· Entonces, se pue­

den aep•rar entre ellae utilizando interc•mbiadorea eniónicoe (co­

mo la DEAE-celulosa) bajo valores de pH y fuera iónica adecuadas. 
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VI, MAT~rllAL • MtTilUOS. 

VI,!) Material: 

~Jeringas desechables de l y 3 ml, 

-Cimera de Neubauer. 

-Portaobjetos, 

-Cubreobjetos. 

-Pipetas Pesteur. 

-Guantes para cirujano. 

-Matrazes aforados de 100, 500 y 1000 ml, 

-Matrazas Erlenmeyer de 100, 500 y 1000 ml. 

-Pipetas graduadas de 1 y 2 ml, 

-Tubos p•ra centrifuga IJXIOO, 

-Mecheros Bunsen y f !sher. 

-Vasitos de vidrio. 

-Cristalizadores de vidrio. 

-Instrumental pare disección. 

Vl,2) Koterial biol6gico1 

-Ratones cepa NHI de 20-25 g en peso, colocados en cajas de elum! 

nio y alimentados con alimento comercial pera r•t6n. tstos fueron pro­

porcionados par el bioterio de le t,N,C.B. del I.P.N • 

. -Cepa Mi9uz de !!-~!~!~• la cual fu6 aislada de u~a ca~o humano, 

por xenodi•gnostico directa, y que se ha mantenido en el lsborAtorio 

por paees continuee rat6n-rat6n deade 1964. 

-Ninfas de 111 estadio de !:!!!2~! e!!!!~!e~~~!~· criados en el 



17 

laboratori~. Mantenidos en el insectario a 2B'C y une hu~edsd relati­

va de so~ aproximadamente. 

-Hedios de cultivo acelulares Gelosa Sangre y BHl. 

-Muestras de orina de trietominos infectadas con !:_:!~!!• 

-San~re total de rat6n infectada con !:-~!~!~· 

Vl.3) Equipo: 

-Centrifuga, Servall, refrigerada, 

-Incubadora, Roiesa, ~•del~ EC, serie ECHE. 

-Hicroscopio, Zeiss, l,2SX, 

-Potenciomotrn portable digital, Corning 103, 120 VAC. 

Vl,4) Reactives: 

-OEAE-celulosa, Sigma, mella m•dia, No de catalogo J,8382. 

-Alcohol-ya do 

-fosfato manobasica de sodio. 

-fosfato dibesico de sodio. 

-NeCl al o. as~. 

-NaOH 0,5 N. 

-HCl 0.5 N. 

-rnrA o.ar H. 

-Glucosa 
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Vl.5) Soluciones: 

-Ainorti_gua_dor 'de fosfatos s8lina glucosado a pM B y fuerzas io­

nices (f.i.J, d~-o.145, o.IBI, 0.211, o.23~ y o.362. 

-fenal al s~. 

-Acido picrico diluida. 

Hfítodos1 

VI.6) Preparaci6n de la DEAE-celuloaa1 

Lo DlAE-celulasa seca (apro~. O.J g por columna), se virti6 so­

bre la superficie do IS el de NaOH 0,5 N en un vaso de precipitados, 

se dej6 ~~e el ~,· 1 v~ se hundiera en el líquido. Se dej6 reposar el 

~ate~~al y can etuda de una pipeta P•steur se eli~in? el l!q~ido sa­

brenadante. La torta obtenida se reeuspendi6 en segúíde en una salu­

ci6n do IS ml de HCl o.s N, Se dejó reposar IS min, y se repitió in­

~ediat•mente el levado con N•Ott 0.5 N. Posteriormente la suspensidn 

ee lav6 varias ve~es con agua destilada. Par último se hizo un lava­

do con IS •l de saluci6n de EDTA O,OJ H por 15 min. 

Vl.7) Ajuste de la UEAE-celulosa a pH deseadot 

El equilibrio de le DEAE-celulose (tratada previamente con fici­

do y base), ca~ lL 5ol ,ci6n amortiguadora inicial se efectu6 simple­

mente lnvSndols rt,•t-t.i..úas veces y pasando suficiente aoluci6n amor­

tiguadora a tr6v6s de la calu~n• ya empec•da. 
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Vl.B) Eliminación d• las finos; 

Para eliminar las finos la uL~L-celulosa se suspendi6 en un val~ 

men grande de agua y se dnj6 sedi~entar por IS min. Por decantaci6n 

se elimin•ron los finos junto con el l!quido sobrenadente. Se repitió 

el proceso hesta que el sobrenadante estaba claro. 

VI.9) Empacado de la columna por flujo inducido par gravedad1 

A una jeringa desechable de 3 ml se le colac6 un filtro de fibra 

de vidrio o un algod6n de un espesor aproximado de 2 mm, se lav6 va-

rías veces can amortiguador y se prab6 fluidez. 

La iJE.AE-celulosc. se suspendió en aprox.il1\edamente 3o ml ·del a;nor-

tiGuador inicialt con ayuda de un agitador de vidrio fu~ ~di~~~nada 

gradualmente a la columnQ~ tratando de lograr un e"np~que~-"~:n-~~~~f"~ _~ni-­
forme, una vez llene se lav6 varias veces con el amorti·glJ.a~~:;:.:· hasta 

que el l!auido eluido tenia el pH del amortiguador inici~l. 

Vl.IO) Procedimiento para el sangrado del ratdn infectado c~n !~-=!~•~: 

Se descerebra el rat6n y se coloc6 boce arriba sobre una charo-

le de par~fina, se sujetó rapidemente de las manos y patas con alfi-

leres. Con ayuda de tijeras y pinzas de distcci6n se cortó la piel 

hast• descubrir el coraz6n. Con une jeringa de l ml y aguja 22X32 pr~ 

viamente llena con 0.2 ml de amortiguador de fosfatos salino glucosa-

do (PSG), fuerza ionic• (f.i.) 0.181 a ptt B, se succionó O.! ml de 

sangre, se homogenizo y fíltr6 • través de una gasa (pare eli~inBr p~ 

sible• ca6guloa). Se contaron los tripomastigotea en cámara de Neuba-
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u•r. 

VI.11) Obtención de muestras de crin• a partir da triatominos infec­

tados con !!-~!~~~' 

Se alimentaron JO triatoMinoa infectados sobre un ratón libre de 

infecci6n, une vei o~e se alimentaron s~ colocaron uno por uno en pe­

que~os vasitos de ~idrio y se esperaron algunas horas a que orinaran. 

Con ayuda de una pipeta Pasteur se reunieron las muestras de orina y 

si era necesario se filtraban a trav~s de una gasa. Se c~ntaron los 

tripo~sstigotes ~etac!clicos y epi~esti;otes en ci~ara de ~eubeuer. 

VI.12) Obtención aa les formas provenientes de medios de CJltivo ace­

lulares in~ectados can !!-~!~!!' 

Pera obtener estas formas del parásito se inoculó medios de cul­

tivo A~er Sangre t 8Hl con tripo~aetigotes sanguíneos de un ratón in­

fectado con!!-~:~~!· vertiendo 5 gatas de esta-sangre p~r cada tubo 

con el medi~. Se dej~ incubar por aproximadamente 40 d!as, a una tem­

peratura de 2B°c y una humedad relativa del 60~, (en estas condicio­

nes ya estan contenidas la fase de tripo~astigote y epimasti~ote}. 

Can una pipeta Pasteur se abtuv6 aproximedemente 2 ~1 de la parte lí­

quida d~ un medí~. se centrifugó e 2500 rpm por 15 min s ~ ~. El so­

brenadante fu6 desechado y el bot6n obtenido se resuspendió en I •l 

de amorti9uador i~icíal. 

VI.13) Aplicaci6" de l• muestra y eluci6n: 

L• muestra se aplic6 mediante pipeta Pasteur directamente en la 
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ci•a de la colu~na. con la punta da le pipeta que contiene la mues­

tra (preparada como se menciono anteriormente) se toc6 l• pared in­

terior de la columna, e6lo unos •il!metroe arriba de la superficie, 

se solt6'el dedo que controlaba le perilla y se movi6 r6pidtMente la 

pipeta alrededor de la pared pare repartir la muestra. Para que la a­

pliceci6n de la muestra fuera m~s uniforme se cerr6 el fondo de la 

columna parando el flujo antes de la apliceci6n de le muestra. 

La muestra aplicada se dej6 hundir lentamente en el edsorbente y 

cuando la 6ltima parte de ella hJbO entrado, le superficie de le capa 

del adsorbente arriba d! ella se lavó con peque~as proporciones de a­

mortiguad1r inicial dejando que ceda levado se metiera en rt adsorben 

ti antes que el si~uiente se agregara. Posteriormente se fuj adicio­

nendo gradualmente el em~rtiguador a trev6s de la calumne 1 ~entenien­

do el flJjo reqJerido (17 a 20 go<as por min.), haste sacar oe la ca• 

lumna a los componentes que no se adsorben y a los que se adsorben 

muy lentamente. 

VI.Id) Examen de les fracciones eluidas: 

Se obtuvieron fracciones de aproximade~ente ml 1 se centrifuga­

ron a 2500 rpm par 15 mina 4°C, el botón obtenido se resus?endi6 en 

el amortiguador inicial. Se procedió a realizar observaciones el mi­

croscopio y preparaci6n de frotis pera la comprobnci6n de la separa­

ci6n. 



22 

VI.IS) Dbtenci6n de epimestigotaa • partir de medios de =ultivo por 

centrifugación: 

A p•rtir de un medio de cultivo ecelular, de eproxi~eda~ente 15 

d!es de incubaci1n (que no contenía la fase de tripomas::gote metacI­

clico) se obtuvo epro~imadamente 2 ml de le parte l!quija, se centri­

fugo e 2500 rpm por 15 ~in a 4 't. ~l sobrenaúante fu6 desechado y el 

bot6n se reeuspendi6 en solución salina o.es~. el procedimiento se 

repiti6 una vez más y finalmente el botón se resuspendi5 en Q.5 ml 

de soluci6n salina fisiol6gica y se conserv6 bajo refri;ereci6n. 

Vl.16) C6lcula del rendimiento de la separación: 

Se cont6 el n~~ero de fases del flagelado por mm 3 , =on la cáma­

ra de Neubauer, antes y aespués de haber pasado e trav~~-de la-co--

lumna. Los resultados se expresan en porcentaje con relación al n6-

mero inicial de tripanoso~as. 

VI,17) C61cula de la pureza de la separaci6n: 

Se realiz6 un frotis de las muestras de tripanoeo~as antes y 

despu~s de haber pasado a través de la columna. Se tiMeron por la 

t~cnica de Giemaa. Se contsrJn 100 flagelados con el objetivo de 

inmersi6n y se reportó el porcentaje de cada fase en las muestras. 



23 

Vl,IB) Desarrollo esperi~ental: 

P•ra llevar a cabo la separaci~n de las diferentes fases extra-

celulares de !~-~!~!!• se inocularon ratones por vía intraperitoneal, 

medios de cultivo ecelulares Geles• S•ngre y BHI, y se infectaron 

triatominos por picadura sobre rat6n con Este parfisito. Se dej6 que 

apareciera lr paresitemie y cuando Esta se encontraba en su m6xima 

concentración se Procedi6 a la to~a de muestras de la siguiente ~a-

Los ratones infectedos con !!-~!~!! fueron descerebrados·-y,san-

grados por p~nci6n cardiaca, La sangre obteni'da lO~ I_ ml) se diluy6 

con 0.2 ml de ª"'ortiguador PSG f,i, O.iBI pH a. Se filtr6 a trav6s 

de una gasa para eliminar posib~e.s coagulas. 

ue los medios de cultivo acelulares infectados con !~-=:~!!• se 

tom6 aproximadamente 1 ml de la fase liquida, Se centrif"g6 a 2o00 

rpm por 15 min, ~l bot6n obtenido se resus?endi6 en 1 ml d~ a~orti-

guador PSG f.i, 0,145 pH B. 

Ue 10 trieta~inos infectados con !~-=!~!!• se obtuv6 aproximada­

mente 1 ~l de orina lo más clara posible. Para esto fué necesario a-

limenter previa~ente a los triato~inos sobre un ratón liare de infe-

ccidn. 

L•s muestres obtenida~ previamente fuer~n colocadas en column~1 

de JEAE-celulosa y fueron eluidae con el emortiguedor apropiedo, de 

la sig1Jiente manera: 

Las mu~stras de sangre fueron eluides con IS ml de e~orliqu~dar 

PSU f.i. 0.181 pH B. Lee fracciones obtenidas fue1on desechadas. Se 

ca~~io le f.i. del amortiguador a 0.217 y se eluy6 con 25 ml. 
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las 11ueatraa tanto de orina de triato'llino como de 111edias· de_ cul-

tivo se eluyeron con· 15 ml de amortiguador PSG f,i. 0.!4S pH"B~ 

Las Muestres eluides fueron recolectadas en frecciones:de~epro-

ximademente 2 ~l y centrifugadas e 2500 rpm por 15 mina 4~. 

Los epi~estigotes fueron obtenidos a partir de ~ed1os de·~~i~iv~ 

nuevos. La fase líquida fu' centrifugada 2 veces con solücidn s~lina 

o.as~ • 2500 rpm por 15 min a 4 •c. 

Se procedi6 a la realización de frotis de las muestras aisladas. 

Estas fueron te~ides por la técnica de úiemsa. 
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Vl.19) Diagrama del des•rrollo experimental: 

r•tones infectados 

con !.:_::~!!• lnfecci6n de Mantener por 
~~~---- ------.. 

lmenteni111iento 

le cepeJ, 

j 
'• ~......... " ""º· 

Obtener -O. l 111 

de saire, 

Aplicar la 

tre en lA 

Adicilar 

mues-

ca lumna. 

15 ml de 

lnoculaci6n de medios 

::,::::·:¡: ., ''··~'' 
j Obtener la 

Hquide. 

Obtener 111 de la l 
fase liquida. Centrifugar 

~ Obtener 

de orina. 

días. 

fase 

e 2500 

amorti;Jador PSG 

1 
rpm 15 min • 4 4

.:. 

f, i G. 191 pH B, 

. .l ttd1c1onar 

Aplicar la muestre 

2() ml de en la columna. 

' 

rtl 

PSG f, i 

,.,~ 
Adicionar IS ml de_a-

mortiguador_.PSG f~i • 

Recolectar fracciones 

• 145 pH B. 

~ 
1 

~~0ar 

fratie 

a 2500 rpm 15 min a 4 ºe. 

Prue~teriorea 



26 

Vil. RESULTADOS 

L• p•r•aitemi• en lee •edioa de cultivo t•nto de Geles• Sangra 

ca~o de BHI, •parece entre 5-B d!as despu6a de l• inocul•ci6n con 

••ngre de ratón infectad• con !~-~~~!!• Entre lea 8-20 dÍ•• a6lo ea­

t• contenida la f•ae de epi••stigote. De los 20 di•• en adelante es­

t• contenida •de~l• de la f•se de epi~astigate, la fase de tripomaa­

tigote metac!clico. 

La perasitemie en los triatominos, aparece entre los 15-20 días 

despuEs de ser infectados con sangre de ret6n que contenía el !!-=!~­

~!· En estA tiempo ya estén contenidas las fases de epimastigotes » 
tripomastigote metac!clico. 

La parasitemia en ratones inoculados por v!a intraperitonea~ con 

sangre de rat~n infectada con !!:~!~~!· aparece entre los 15-20 días. 

Est6 parasitemia llega a su m6•imo alrededor de loe 25 d!se. Oespu6e 

de los 35 d!ae ea muy dificil detectar a loe p•rAsitas en sangre. 



27 

Las siguientes tabl•s nos muestran la cantidad de par~aitae que 

contentan las muestras en estudio, antes y despu6e de ser pasadas a 

través de las columnas de DEAE-celuloa•1 

Con base en estos datos se determin6 e~ rendimiento y pureza. 

1) Separaci6n de tripomastigotes sangu!neoe de sangre de rat6ns 

!!!!2!!!!~!!=l~~J 
~~!!! ~!!!e~!! ~.!:.!!~!!!!!!:!:!!l~l ~!!!!!!!l~l· 

!:!1:~~!!!!!2!!.!.!:! l) 112 72 64.28 61 

~!~~~!-~=~!· 2) 102 69 67.64 90 

2) Separaci6n de tripomastigotes metac!clicos de epimestigotes a 

partir de triatominos; 

!!!!20:!!!~~!!l~~ 3 

~!!!.!:!! ~!=e~!= !!!!!~!~!!!!.!!!.!.H ~!!!!~!l~l· 

!!!e~~~2!!2!!=!! l) 12 10 83.JJ 100 

~=!!~~~!~=~=· 2) 14 12 85.71 100 

~e!~!!!!!2~!!:!· l) 2 o 

2) 2 o 

Nota: cada determina:ici6n es une media de 4 ensayos individuales. 
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3) Sepereci6n de tripomastigotes metac!clicos de epimestigotes • 

partir de medios de cultiva: 

!!!2!!!!!2!!~!3 

Antes ~!!~e~!~ ~!!!?~!~!!!!!!!!i~l Pureza(~). 
"·---~-----

!!!!!!!~.!!!!!!!!!!!! ,.¡) .• 5 3 60 · .. 100 

!!!!!!!:!=!!~~!· 2) 3 2 _66.66 100 

~e!!!!!!!!2~~!!!· l) 37 D 

~) 30 o 

4) Los epimastigotes fueran obtenidos a partir de medios de culti­

' vo nuevos, por centrifugacidn obteniendose lo si;uiente; 

1) 

2) 

!!!2!!!~~!!~!?!3 

45 

33 

45 

33 

!l.Godi!Dieoi11i~l 

100 

100 

e.uLeni:il. 

100 

100 

Una vez separados los tripomastigotes metac!clícos tanto de cul-

tivo como de trictomino, se trat6 de separar los epi~astigotes de la 

columna de DEAE-celuloeo. Para esto se aument6 le f.i. del amortigue-

dor hasta 0.362, con variaciones en el pH heete llegar • 6. En estas 

condiciones y a pesar te varios intentos, no pudo llevarse e cabo la 

aeparaci6n, por lo que para recuperer los epimastigotes, se extraja 

los 2 primeros centimetroe de la columna y fueron resuspendidos en 
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•~artiguador PSG f.i 0.145 y centrifugados a 1500 rpm por ID •in• 

4 •c. 

Les fases puras de !!-~!~~~ ldespu6e de ser pasadas e trev~s de 

una colu~ne de DEAL-celulase), fueran inoculadas por v!a intraperi­

toneal a lotes de 3 ratones, se obtuv6 lo siguiente: 

Tripomastigote metac!clico de triatoma& los 3 ratones se infectaron. 

Tripomastigate metec!clico de cultivos: los raton~s se infect•ron. 

Epimastigote de triatoma1 ningOn ret6n se infect6. 

Epimastigote de cultivos; nin96n ratón se infect6, 

Tripomastigote sangu!neo: sólo se infectaron 2 ratones. 
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VIII. DISCUSION 

Para l• realizeci6n de éste trabajo se utiliz6 la cepa Miguz de 

!!-~!~~!· por se~ una de les m&s virulentas con que se cuente en el . 

laboratorio. Le parasiteMie •parece ~6s pronto y l•s concentraciones 

del prr&sito son mayores, comparadas con las de•aa cepas. Eato se hi-

zo con el f!n de poder detectar con mayor facilidad e loa parásitos, 

adem&s de que el rendimiento obtenido ere mayor. Se prob6 tembi~n con 

la cepa Cid, obteni~ndos~ los mis~as resultados, esto en cuanto • la 

sepereci6n de las fases del parAsito (condiciones del amortiguador). 

sólo que para detectar los par6sitos era mAs coMplicada y el rendí-~ 

miento obtenido ere inferior. 

Para la obtencí6n de las muestras de orina se conteba con 5 es-

pecies de triatomin~s, les cuales san mantenidas el el laboratorio, 

de le cual se ~scogi6 a !!!!!~~! E!!!!~!e=~~~~j por ser la especie 

mfis susceptible a le infecci6n por !~-=!~~~· Es decir presente bue­

nos !ndices de sabrevivencia ~ elevada proporci5n de positividsd! 19 ) 

De ésta especie se emplearon ninfas de Ill estadio, por presentar 

una mayor agresividad pere la alimenteci6n. as decir se ali~ente ca-

da ve: que ~e le ofrece alimento. su mortelidP.d ea menor que la de 

otros estad!os y es relativamente f'cil obtener las muestres de ori-

na en cantidades suficient~s. 

Las medios de cultivo acelulares Uelose Sangre y BHI, presentan 

cer~cter!stjcas muy semejr.nt~s en cuanto e le aparici6n de la para-

aitemia y condiciones del amortiguador pera eeperar le fase de tri-

pomastig~te me~ac!clico del epimsstigote par s11 paso a trav!s de le 
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columna. Pero en cu•nto a concentraci6n de par6sitos, Gelosa Sangre 

presentaba una mayor cantidad y por consiguiente la fase de tri?omas­

tigote •etac{clico aparee{• mis prontamente. Por esta rez6n se utili­

z6 Gelose ~engre para poder obtener mejores rendimientos. 

Para la obtención de muestras de sangre se e~plearon ratones al­

binos NHI por ser considerados como animales modelo de la Enfermedad 

de Chagas, ye que resisten a la virulencia de !~-=!~~! y sobreviven 

a le infección aguda, en la cOel es muy f6cil detectar a los par6si­

toe en sengre. Se evitó el uso de otro tipo de sangre, como la de co­

nejo, debido a que es muy dificil encontrar e los parásitos en sangre 

aunque éste Presente le infección. 

Los resultados en la separación de tripomastig1tes metac!clicos 

de epimastigotes 1 tant~ del transmisor como de medios de cultiva,in­

dicen que los tripomastigotes metacíclicoe presentan una ~enor fuerza 

de adhesi6n (menos carges negativas netas) que los epimastigotes. Es­

to puede deberse el menor temano molecular que pres~nta el tripa~ast! 

gote ·metaf!clico, por lo que son eluidos m's repidamente que los ep! 

mastigotes por su paso a trav&a de le columna, eA las condiciones del 

•m•rtigu•dor de f.i. 0.141 y pH a. 

Adem6s de le fuerz• de edhesi6n so trat6 de observar qua tanto 

influlan otros fact~res, como son la movilidad que presente cede una 

de les fases del par6sito y el pH en la eeperaci6n. 

Pera determinar de que manera influ!a le movilidad, se met6 pre­

viamente a los perAsitos en un bano de agua caliente a 40°C por S ~in 

(no ee observaron elterecionea en la morfología) entes de ser pasados 

a trev6s de la columna. Para poder separar a los tripomestig~tes met• 
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cíclicos de loa epi•estigotes, tanto de cultivos como del transmisor, 

se necesit6 aumentar la f.i. del amortiguador hasta 0.362. lato indi• 

ca que adem6s de la fuerza de edhesi6n la movilidad del ~•r6sito es 

un factor importante pera que la separación se lleve a cebo en condi­

ciones menos.dr6•tices. 

Para determinar de que menara influ!a la movilidad en le separa­

ci6n de tripo~astigotea senguíneos de componentes de sangxe de rAton, 

se llev6 a cabo el ~ismo procedi~iento pare inactivar a los par&sitos.~ 

A le f.i. del amortiguador da 0.217 l• separaci6n n~ pJdo llevarse a 

cebo, debido e que no pasaron e trav~s de le columna ne tripomastigo­

tes sengu!neos, ni componentee de sangre, (con mueetres ce sangre que 

contienen al par§sito viable, los tripomestigotes snngu!neos son elui­

dos mis prontamente, en estas condiciones). Se aumento la f.i. e 0.362 

y en estfis condiciones pasaron e través de la columna tanto tripomes­

tigotes sangutneos como componentes de sangre, por lo oue le separa• 

ci6n no pudo llevarse e cebo. [sto es indicativo qqe l• ..,vilidad es 

un factor importante pera llevarse a cebo le seperaci6n. 

Pera determinar de que •ener• inf lu1a el pH en la sep•reci6n se 

mentuv6 conat•nte la f.i. del •~ortiguador, pare ~odios de cultivo y 

transmisor 0.145 y para mueetr•e de s•ngr• 0.2J7 y se hicieron peque­

~as variaciones en el pH desde 8 heste 7. No se observarán diferenci­

as en cuento a le eepareci6n, Esto nos indica queu9l"pH en el rango 

de B a 7 no es un factor i~portente en la separecidn. 

Pare determinar de que ~anera afectaban les condiciones del emor 

tiguador (f.i. y pH), l• infectivid•d de le fase de tripa•astigota Y• 

separ•dae, ae llev6 a cabo la inocul•ci6n de~·ratonea por ~!• intrap•-
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ri tan11al. 

La fase da tripomastigate metacíclico separada del apimestigote 

tanto de medios de cultivo como del transmisor. fueron inoculados a 

2 lotes de 3 retenes. Se encantr6 que los 6 ratones inoculadas pre­

senteban la perasi te.ni a en el tr1 greda. :..w que indica que en est6s 

condiciones la infectivided de le fase de tripomastigote meteclclico 

en rat6n no ee ve •f ecteda. 

Los tripomestigJtes sengu!neos separados de los componentes de 

la sangre, también fueron inoculados a un lote de 3 ratones. Sdlo 2 

ratones presentaron la parasite~ia (muy ligera). Lo que indice que 

en estas condiciones, un poco mfis drásticas que pera el tripomasti­

gote metacíclica, la infectividad del tripomestigote sanguíneo en 

ratón se ve afectada. 

También los epimastigotes obtenidos de medios de cultivo nuevos 

por centrifugaci6n a bajas temperetur•s, fueron inoculadas a un lote 

de 3 ratones. Ningún ratón present6 la parasitemia. L• falta de in­

fectividad no se deoe a las condiciones de centrifugación-para obte­

nerlos (2500 rp~ por 15 min.), si no que esta fase no es infectiva, 

La morfOlogíe de las fases separadas del per6sito, no ee ve a­

fectada por les condiciones impuestas pare dicha sepereci6n, ( f .i, y 

pH). Para ~eta se hicieron comparaciones de frotis, antes y después 

de ser pesados a trav~s de la columna, obaerv6ndose Q~e las caracte­

rísticas de los parfisitos erñn muy semejantes entre sl. 
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IX, CONCL~SlONES, 

Les condiciones del ••ortiguador lf,i, y pH), para separer los 

tripomastigotes metacíclicns de epimestigates tanto de medios de cul­

tiva co~o del transmisor, fJeron semejantes. Por 1o tento no deben 

existir ~iferencies en cuantü e f~erza de adhesión a las fibras de 

celulosa (cargas netas negativas) y movilidad, por parte de los tri­

pomastigates metac!clicoe. 

Los epimastigotes tanto de medios. de cultivo cnmo del transmi­

sor, no oudieron ser el~idns a trav~s ae la columna, ~o: lo tanto 

deben existir se~ejanzes en cuantQ a fuerza de edhesi~n y mov:lidad 

entre lstos. 

Pera poder separar a los tripomestigotes sanguíneos, ae-neuesi­

teron condiciones ~ás Cr6sticas aue para los tripamasti~otes metac!­

clicos, por lo tanto existe~ diferencies en cuanto a fuerza de adhe­

sión y ,ovilidad entre éstos. 

Al_ ir aumentando les condiciones ~el amortiguador (f.i.), la in­

fectividad de las fases del p•r6sito ve disminuyendo. [sto se debe e 

que el~uTios p•risitos mueren durante el procedimiento de eeparaci6n. 
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xn. APEllDJCE, 

Preperaci6n del amortiguador fosfato salino glucauda (PSG), 

se pes61 N•2HP04 l•nhidra) 13.46 g 

N•H
2

Po 4; w
2

o 0,76 g 

N•Cl 4,25 g 

se •far6 a 1000 •l can agua destilad•, 

Pa%8 obtener l• fuerza ionica requerida, se llevaron a cabo les si-

guientes diluciones: 

PSG 614 

PSG S: 5 

6 

5 

4 

5 

I,0 

l. o 

0.211 

O.IBl 

~~§-~!~------------~------------~-------------!!~-----------~!!~~-
Se llevaran a pH B can ficida f~sfarico al 5~. 

Preparaci6n de los medios de cultivo acelul9rea Galas• San!}C'e y 

BHI: 

Ag•r S•ngre, ls f•se s6lid• cantienaz Sangre de borrega desfibri­

n•da al 15~, egar bese sangra (40 g par 1000 ml de agua), 

BHl, la fase s6lida contiene: Agsr el 2~, Jextrosa al l~, BHI •l 

La fase líquida para ambos medios es una soluci6n al 0.95~ de 

NaCl, 
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fenal •l 5~1 Se pesaron 5 g de fenal y se disolvieron en 95 •l de 

egua destilada. 

NeOH 0.5 N1 Se pesaron 20 g de ~•OH y se aforeron con 1000 •l de 

ague destilada. 

NaCl el O.BS~: Se pesaron 0.85 g de NeCl y ae llevarom a 100 •l con 

agua destilaca .. 

HCl 0.5 N: (Ó ~l de HCl al 35~ y una densidad de l.J se aforaron e 

1000 ml con agua óostilscie. 
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