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RESUMEN 

Staphylococcus ~es identificado como uno de los microorganismos 
más importantes causantes de mastitis bovina, contra el cual los intentos 
por dar una protección inmunológica adecuada a la glándula mamaria han 
tenido poco éxito, debido a que ros mecanismos inmunológicos involucrados 
en el establecimiento y desarrollo de la enfermedad aun no se determinan 
comp 1 etamente. 

Este trabajo tuvo como objetivo el estudiar por un lado, el efeéto 
estimulante del ácido teicoico de la pared celular de S.aureus sobre 
linfocitos obtenidos de bazo y ganglios linfáticos mesentéricos de un 
modelo experimental (ratón), y por otro lado evaluar la inmunidad celular 

inducida por diversas vías de inmunización, para lo cual se inmunizaron 
grupos de 5 ratonas gestantes Mus musculus C0-1 con una suspensión de~· 
aureus inactivado con formol aislado de un caso de mastitis bovina, con 
~ncentración de 150x106 UFC/0.1ml de la siguiente manera : 

Gupo A, testigo; Grupo B, 2 inmunizaciones intramusculares; Grupo C, 
una intramuscular y una oral; Grupo O, una intramuscular y una int1·aperito­
neal; Grupo E, una intramuscular y una intraceca1; Grupo F, una oral y una 
i ntraceca 1 . 

Oespues de 30 dÍas de finalizar los programas de inmunización, se realizó 
la prueba de transformación blastoide con los 1 infocitos de los ratones 

pertenecientes a cada grupo, utllizandose el ácido teicoico como antÍgeno 
y concanava 1 i na A como mitógeno, esta 1íl tima como testigo positivo de pro­
liferación linfocitarla. 

Los resultados obtenidos con la prueba de transformación blastoide de­
notan que uni camente e 1 grupo B l intramuscular-intramuscular) mostró di fe­
renci as significativas. Se concluyó con ello que la mejor vía de Inducción 
de inmunidad celular en este modelo experimental es la vía exclusivamente 
intramuscular. 



1 • INTROOUCCION. 

La mastltls en relación a pérdidas económicas, es sin duda la 

enfermedad m~s Importante a la cual se enfrenta la industria 

lechera desde hace varios aijos. Los factores relacionados con la 
presencl a de esta enfermedad son bastante complejos, 1 ncl uyendo 

etlologlas tanto flsicas, qulmicas como biológicas. Dentro de 
las causas biológicas de mastltis se han encontrado diversos 

agentes etlol ógicos, entre los cual es destaca Staphyl ococcus 

~· bacteria que ocupa un sitio importante debido a su alta 
Incidencia y a su dificil control (15,47). 

~ ~ es un agente que se encuentra como habitante natura 1 
en el medio en el que se desarrolla el 'hato lechero; presenta 
gran resistencia a los factores adversos y a diferencia de otros 
patógenos de 1 a gl ~ndul a mamaria, poseé una gran variedad de 
mecanismos de patogenia, por lo que es capaz de invadir diversos 
tejidos y órganos, y daijarlos (64). 

Con la idea de controlar la presencia de L ~ en los 
hatos lecheros, los ganaderos han preferido el uso de numerosas 
dosis de antibióticos; sin embargo, esta opción tiene sus 
problemas intrlnsecos: provoca resistencia de este microorganismo 

e incrementa peligrosamente la cantidad de residuos de 
antibióticos en la leche, lo cual a su vez puede inducir 
hipersensibilidad en los consumidores (47,64). 

En vista de que la mast.itls ha alcanzado una alta frecuencia 
dentro del ganado lechero, se ha puesto especial atención a 
la inmunización contra patógenos causantes de esta enfermedad. 

A pesar de la considerable investigación de las defensas 
naturales como mecanismos de prevención contra la mastltis, poca 

importancia se ha concedido a la inducción de inmunidad celular 

en esta enfermedad. 



1.1 GENERALIDADES DE Staphylococcus ~ 

.?..:_ ~ es un microorganismo capaz de infectar diversas 
especies incluyendo al hombre, debido a Ta producción de 
diferentes factores, aunque Tas cepas varíen considerablemente en 

cuanto a estos y a su cantidad (72). 
Los factores que intervienen en la patogenia de este 

microorganismo se englobar en tres grandes grupos: 

!.- Factores extracelulares (exotoxinas) 

a) Alfatoxina 
b) Betatoxina 

e) Leucocidina 

11.- Factores somHicos (componentes celulares) 

al Protelna A 
b) Polisac~rldo acidico 

e) Acido teicoico 

Ill.- Factores de lnvasividad 
a) Enzimas (catalasa, hialuronidasa, fibrinolisina, lipasa, 

estearasa, coagul asa). 

b) lmpedinina 

La estrucura anti génica de.?..:_~ se basa principalmente en 

Tas estructuras externas de esta bacteria (c~psula, pared celular 

y membrana citoplasmHica) (68). 
La proteína A es un constituyente de la pared celular (PC) de 

los estafilococos cuya particularidad es que se une a la fracción 
cristalizable (Fe) de las inmunoglobulinas (lg) que fija el 
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complemento en lugar de combinarse con la fracción variable (Fab) 

como en una reacción antfgeno-anticuerpo normal (49). limitando 

su utilidad en una preparación vacuna l; adem~s se ha reportado 

que este antfgeno presenta actividad mitogé~ica (55). Existe otro 

componente importante de la PC de ~ ~· el ~cfdo telcoico 

(pol lmero del glicerol o del fosfato del ribltol) unido a 

peptidoglycano, con capacidad antigénica (68), aunque en una 

revisión hecha en diez alíos no se ha es tab lec ido si presenta 

actividad mitogéni ca sobre 1 infoci tos. 

Se ha intentado incorporar diversos antfgenos de~~ eri 
una vacuna, por ejemplo el propio ~cido teicoico (extraído de la 

PC con TCA), la PC y la bacteria completa viva o muerta por 

calor o formalina. La eficacia de estas preparaciones tiene una 

gran variación de resultados en cuanto al factor escogido que se 

agrega a la vacuna, adem~s de las dosis usadas, intervalo entre 

la Inmunización y el desafio, método y ruta de vacunación (18). 

Los preparados convencionales de vacunas de S.aureus que 

incluyen bacterias muertas con o sin adyuvantes o toxoides, 

generalmente han sido poco ~tiles en la prevención de la 

enfermedad (5,29,32,39,72). 

La utl 1 ización de una bacteria viva como vacuna ha demostrado 

mayor protección a desaflos posteriores con ~ ~ 

principalmente en ganado bovfoo (29,53) aunque un inconveniente 

de su utll lzación es la formación de abscesos en el sitio de 

Inoculación (65) . Ello implica que en un modelo experimental , 

por ejemplo el ratón, resulta peligrosa la aplicación de este 

tipo de vacunas, puesto que la formación de diversos abscesos 

podria conducir a la muerte del modelo experimental, deteniendo 

el curso de la investigación. 



1.1.1 INMUNIDAD CON RESPECTO A Staphylococcus aureus. 

El tratamiento de la mastitis estafilocócica de ganado vacuno 
mediante antibióticos es costoso y de resultados variables por lo 
que se ha intentado crear una vacuna que prevenga la infección 

(67). Se vacuna con el objeto de incrementar el tltulo de 
anticuerpos y linfocitos T sensibilizados en la sangre y la leche 
contra h ~y de este modo se intenta proteger al organismo 
(39); ademas se sugiere que para la efectividad de una 
preparación vacunal, esta debe inhibir el crecimiento del 
microorganismo y la producción de toxinas (72). 

En estudios sobre la patogénesis e inmunidad en infecciones 

experimentales con h ~. los investigadores han dirigido su 
atención a los antlgenos de superficie , en especial al acido 

teicoico y a la PC (25). Diversos Investigadores han utilizado la 
cuantificación de anticuerpos como herramienta de diagnóstico 
para esta Infección (27,56,61), e incluso se ha relacionado el 

titulo de anticuerpos contra el 4cido teicoico con la severidad 
de la infección causada por la bacteria (52). En ~nvestigaciones 

realizadas por Ekstedt (1966) se Identifica al Acldo teicoico 
como un antlgeno que se relaciona constantemente con la Inmunidad 

generada por infección estafllocócica experimental en ratón (18). 
Se ha comprobado que la inmunidad sistémica resulta en altos 

niveles de anticuerpos de la clase lgG en sangre, mientras que la 
inmunización local se relaciona con la presencia de anticuerpos 
de la clase lgA, especifica en la defensa de mucosas; sin embargo 
ambas rutas no confleren una protección total a la gl~ndula 

mamaria contra h ~ (53) y no evitan la recurrencia de las 
Infecciones por este mlcroorgani smo. 

A este respecto diversos investigadores han encontrado que la 
administración de vacunas con preparados de estafilococos solo 

han podido disminuir el aspecto cllnico de la enfermedad después 
de un desafio (45,54,67). 

En la vacunación sistémica convencional con respecto a la 
producción de Ac sobresalen por lo menos dos grandes obstáculos 

para la exitosa inmunización contra la mastitis estafilocócica. 
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Uno de ellos es que h ~es un microorganismo que paseé una 

gran variedad de mecanismos de patogenia y entre estos, toxinas 

extracelulares, sin embargo no queda claro cual de estos factores 

se debe incorporar a una vacuna (65). Otro aspecto importante es 

la transferencia de lg de la sangre a la leche (42 ): se ha 

observado que la transferencia de lg es relevante principalmente 

durante la etapa de producción de cal ostro, pero durante la 

lactación los niveles disminuyen considerablemente (29,60). 

Por otro lado se ha Intentado estimular la inmunidad local 

mediante inyecciones de h~ en la gUndula mamarla, las 

cuales inducen una importante producción de lgA (32,39,42). Sin 

embargo la inmunización local en la gl~ndula mamaria presenta 

algunas importantes desventajas: requiere una rl gurosa asepsia en 

el sitio de inyección para evitar Infección inadvertida por otros 

patógenos y, lo que es muy importante desde el punto de vista 

económico, puede disminuir considerablemente el nivel de 

producción 14ctea en la gl&ndula mamaria. 

El estudio de la Inducción de inmunidad celular (IC) por 

vacunación contra h ~es un tema cuya Información resulta 

escasa. Un dato aislado demuestra que después de una fnyectfón 

lntramamaria con h aureus muerto por calor, existe un contacto 

de ag de la PC de la bacteria con células linfoides 

lnmunocompetentes a las cual e~ sensibll iza, y que una subsecuente 

exposición estimula una respuesta inmune mediada por células, lo 

que incluye la producción de 1 infocinas que a su vez provoca el 

reclutamiento, activ"clón e inmovilización de c~lulas fagocfticas 

(macrófagos y neutrófilos) (57). 

Otros investigadores han relacionado la importancia que existe 

entre la estimulación antig~nica por L_~ y la producción de 

llnfocinas (3 ,44 ,58 ) • Con respecto a ello se sabe que las 

11nfoclnas son proteínas con funciones biológicas detennlnadas, 

liberadas por una subpoblaclón especializada de linfocitos T 

despu~s del contacto con un anti geno (30). Desde el punto de 

vista de mecanismos inmunológicos en procesos infecciosos, las 

linfocinas y los l infocltos que las producen son de gran 

importancia en los casos de infecciones causadas por 
microorganismos patógenos facultativos intracelulares, generando 
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la activación subsecuente de macrófagos, siendo esto un proceso 

caracterfstico de inmunidad mediada por células (IMC) (3 ,35,36). 

Aunque ~~no es un verdadero par4sito facultativo, se 

ha demostrado que es capaz de sobrevivir dentro de ciertas 

células tales como Jos macrófagos, aunque no logre reproducirse 

en ellos (3 ) • Sin embargo la idea de que esta bacteria es capaz 

de inducir la producción de linfocinas en una cl4sica respuesta 

IHC, ha sido confirmada por otros investigadores (58,72 J. Los 

resultados de Baughn (·1975) apoyan aun m.ls esta idea, pues 

encontró un aumento del potencial antlbacteriano de los 

macrófagos causado por fluidos de cultivos de linfocitos que 

contentan linfocfnas, provenientes de animales infectados con ~ 

~(3). 

Dado los escasos datos que se tienen sobre Ja cuantificación 

de la Inmunidad celular, se consideró oportuno evaluar esta 

actividad después de un esquema de inmunización. En la siguiente 

sección se revisan los procedimientos generales usados para tal 

ffn. 

1.2 EVALUACION DE LA INH\JNIDAfl CELULAR 

Las pruebas para medir IMC pueden dividirse en dos tipos: 

a) .!!!. vivo -Intradermoreacción 

-Rechazo de injertos 

-Reacción de Injertos contra huesped (43) 

b) .!!!. ~ -Factor de Inhibición de 1 a migración de 
Hacrófagos (MIF) 

-Factor de Inhibición de la migración de 

Leucocf tos (LIF) 

-Transformación Blastolde (TB) 



Dentro de las pruebas i!l ~ la mAs util Izada es la 

intradermoreacción, cuyo ejemplo clAsico es la prueba de la 

tuberculina, usada con frecuencia para detectar la presencia de 

l'lycobacterium bovis en el ganado. 
Las pruebas i!l .Yi!!'.2 incluyen a las pruebas de llIF y LIF cuyo 

principio es detectar el factor de inhibición de macrófagos y el 

de leucocitos respectivamente (35 ), y la TB, la cual ha 

incrementado su importancia en el campo de la inmunología 

veterinaria. 
La TB puede evaluar 1 a respuesta desarrol 1 ada por una vacuna 

(41 ), tanto en el humano como en animales domésticos y de 

laboratorio (26). Este ensayo puede utilizarse para demostrar la 

Interacción entre los l lnfocltos, observar si las células T y B 

son especificamente sensibilizadas y estudiar el papel de los dos 

tipos de células en la respuesta inmune. 

La prueba de TB se fundamenta en que cuando un lfnfoclto es 

estimulado por un antígeno o un mi tógeno, su metabolismo se 

activa, sintetiza DNA y comienza a dividirse, transformandose en 

11nfoblasto: la slntesls de ONI\ se mide agregando un precursor de 

leidos nucleicos con una marca radiactiva (por lo general se 

utiliza tlmldfna trltlada, 'H-Tdh) (8 ,63). Después, del cultivo 

se obtienen las células para cuantificar la timidlna trltiada 

incorporada al ONA. Compara~do la incorporación de la marca en 

cultivos testigo (sin estimulo) con la de cultivos que se 
estimularon, se puede determinar de manera cuantitativa el grado 
de proliferación (34,35,43). 

La prueba de estimulaclón linfocitaria o TB ha sido usada cada 

vez con RIAs frecuencia para detectar 1 infocl tos sensibilizados, y 
sus principales apl lcaciones son: 

- Reconocimiento de una lMC en algunas enfe!'llledades infecciosas. 

- Evaluacidn de la eficiencia de progr411as de vacunación por 

medio del desarrollo de sensibilidad hacia ant1genos. 

- Demostración de competencia lmnunológica. 

- Determinación del papel de las interacciones celulares 
relacionadas con el antlgeno (26). 
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Por otro lado los 1 infoci tos a diferencia de otras células 

especial izadas, son capaces de proliferar ante diversos estlmulos 

como se mencionó anteriormente; entre estos, los que se pueden 

destacar son las sustancias mitogénicas, las cuales pueden ser 

muy diversas. En inmunologla se utilizan con mayor frecuencia 

moléculas extraldas de plantas, capaces de inducir mitosis en los 

linfocitos. 

La distinta capacidad de responder a sustancias mitogénicas es 

una caracterlstica que permite diferenciar las poblaciones de 

linfocitos. 

Los linfocitos T responden a fitohemaglutinina (PHA) y 

concanaval ina A (Con A); los 1 infocitos B son estimulados por 

lipopolisacAridos, derivados de la endotoxina de varias 

bacterias, fundamentalmente de Escherichia ~· Existe otra 

sustancia mitogénica denominada fitolaca (PKW) que requiere de Ja 

colaboración de linfocitos T, B y células accesorias para 

producir proliferación linfocltaria (62). 

Los linfocitos pueden ser estimulados por mitógenos y Ja 

magnitud de respuesta de la transformación 1 fnfocitaria depende 

de una gran cantidad de variables, incluyendo la concentración de 

este mitógeno. AdemAs, 1 as caracter1 st i cas funciona 1 es de 1 as 

células inducidas a transformación vafía de acuerdo al tipo y 

dosis de mitógeno (23). En este sentido se ha observado que el 

mitógeno que alcanza un mayor pico de respuesta real izando una 

curva dosis-respuesta de Ja estimulación de linfocitos, es la Con 

A ( 8 ), el cual es un activador policlonal de células T (SI ); 

también se ha observado que es ampliamente utilizada en las 

técnicas para examinar la blastogénesis linfocltica en diversas 

especies (12 , 71 ) , as! como en enfermedades causadas por ~ 

~ en ganado lechero (10,14,41). De manera que se considera 

que la Con A es el mitógeno adecuado para esta clase de estudios. 

1 .3 UTILIZAC!ON DE MODELOS EXPERIMENTALES. 

~ ~ es capaz 
especies animales , 

de infectar al 

produc i ende 
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(cardipatias, osteomielitis, piodermas, etc.) (27,52,61,70), por 
lo que se considera importante encontrar un modelo experimental 
para estudiar la actividad de este agente infeccioso. 

Los antecedentes sobre el uso de modelos experimentales de 
laboratorio en relación a Infecciones causadas por!:.~ han 
Incluido especies como el cuyo (2 ), conejo (15), rata (28 ) y 

ratón (2 ,3 , 10,21,59). 
En el estudio de la mastltls estafflocóclca bovina se han 

utfl Izado distintas especies animales como sustitutos del ganado 
bovino; en vista de los elevados costos de mantenimiento y el 
extenso manejo que requl eren estos ruml antes, caprinos, ovinos y 
cerdos se han utilizado para continuar los estudios. Aunque han 
disminuido las dificultades mencionadas, los problemas contlnuan 
siendo baslcamente los mismos (10). 

El ratón es otra de las especies animales que se encuentra 
dentro del espectro de Infección de !:. !!!!:fil· Investigaciones 
anteriores han de111ostrado la susceptlbfl idad de los ratones a 
Infecciones causadas por esta bacteria, lo cual Indica que es 
posible reproducir dicha lnfeccidn en esta especie con la 
bacteria aislada de un caso de mastltls bovina estafllocócica 
(1 ,2 ). 

En adición a lo anteriormente mencionado, se deben considerar 
otras ventajas para el Investigador con respecto al uso del 
ratón, C090 son su f~cll obtención, la adaptación a las 
condiciones de cualquier laboratorio, y a diferencia de otros 
llOdelos experimentales de laboratorio, ocupan menor espacio, 
representa 11ayor facfl idad su manejo, y princi pa 1111ente requieren 
una 11e11or cantidad de reactivos durante las investigaciones. 

Dadas las ventajas mencionadas en el uso del rat6n c~ modelo 
de laboratorio, la Infección estafflocdclca experl111e11tal en este 
anh.al provet! un mdelo Ideal pira estudios bhfcos y 

experimentales · que se puedan aplfcar desputs en ganado 
bovfno,sobre todo considerando el Mllero de ~rlllll!lltos 

necesarios para cada t- de lnvestfg1efón con resptc:to a !:. 
.!!!!:!!!!. ( 1 o ) • 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La vacunación como medida de prevención de mastltis 
estafilocócica bovina ha· tenido poco éxito con la utilización 
de diversos inmun6genos de Staphylococcus aureus, con diferentes 
dosis y mediante distintas vfas de acininistraci6n. 

Generalmente estas vacunas han sido evaluadas en relación a 
la illllllnidad humoral generada (producción de anticuerpos). 
mientras que la inducción de inmunidad celular, cano factor 
importante en la protección contra mastitis estafilocócica ha 
recibido poca importancia. 

Por tanto se ensayarAn diferentes vfas de in1111nizaci6n en 
ratón con un preparado de S. aureus muerto y se evaluará por 
IAl!dio de transformación blastolde (TB) la Inmunidad celular 
después de dichos esquemas de Inmunización. 

Asl los objetivos son: 

1.- Obtención de ácido telcolco de Staphylococcus aureus 
aislado de un caso clfnico de mastltis bovina para su 
utilización en la prueba de transfon11acl6n blastolde. 

2.- Evaluar la estimulac16n de la inmunidad celular por ~ 
~ mediante el uso de 1 a 1111 crotécnl ca de 

transformación blastolde. 

3.- Determinar si el Scldo telcoico de ~ ~presenta 

actividad mitogénica en lfnfocttos de 91ngltos llnf!ttcos 
.esentérlcos (GUls) y bazo de ratones Mus 11Usculus C0-1. 



2. MATERIAL Y METOOOS 

2.1. AISLAMIENTO E IOENTIFICACION DE Staphylococcus aureus 

Se utilizaron 30 vacas con mastitis el lnica de los ranchos"La 
Palma" (Coacalco,Edo. de México) y "El Terremoto" (carretera 
CuautitHn-Zumpango) .Dichas vacas fueron separadas en un lugar 
limpio para proceder a la toma de muestras (una muestra por 
cuarto). 

En primer Instancia se preparó la ubre mediante el lavado 
con agua limpia y tibia, secando perfectamente. Enseguida se 
desinfectó el meato de cada pezón con un algodón humedecido en 
alcohol etllico al 70X, empezando por los pezones del lado 
izquierdo (1o delantero, 20 trasero), continuando con los del 
lado derecho (3o trasero, 4o delantero). Con los dedos pulgar, 
Indice y medio se ordeqó cada pezón con presión mínima 
manteniendo un tubo de ensayo estéril con tapón de rosca lo !Ms 
horizontalmente posible y tapándolo rapidamente; se usó un tubo 
de ensayo por cuarto. Las muestras de leche fueron tomadas a 
partir de los primeros chorros. Una vez tomadas las 111uestras, se 
mantuvieron a 4ªC realizando su siembra durante las prl111eras 5 
horas de tOlladas (47). 

Las slflftlbras de las 11uestras de leche se realizaron en agar 
sangre (SS de sangre bovina ) , lncubandose a 37ºC durante 24 a 48 
horas. Aquellas colonias con morfologla sospechosa de i,_ ~ 

(colonias cremosas o doradas lisas, de 3.5 •de dU111etro con 
zonas de hemóllsls alfa o beta) se les practicó tlnclón de 6r1111, 
separando las colonias positivas a la tinclón; a estas colonias 



Gram positivas se les real izaron las pruebas bioqulmicas 

correspondientes a S.aureus hasta su completa ídentificaci6n. La 
obtenci6n e identificaci6n de la bacteria se esquematiza en el 
cuadro #1 ( 13). En seguida se procedi 6 a 1 a denominac i6n de 

la cepa bacteriana, escogida de acuerdo a la real izacion de la 
prueba de coagulasa, siendo la bacteria aislada del cuarto 
posterior derecho de la vaca 6713 propiedad del rancho "La Palma" 
la que produjo el coagulo mas visible, denominandose por el lo 

cepa 2-713 PO. 

2.2 OBTENCION DE ANTIGENO. 

2.2.1 COSECHA DE Staphylococcus ~· 

A partir de placas de agar sangre con ~· y en 
condiciones de esterilidad, se tomaron asadas del total de la 
placa para pasarse a PSS estéril pH 7 .2 (ver apéndice). la 
bacteria se conservó a una temperatura de 4°C(l5). 

2.2.2 lNACTIVACION DE Staphylococcus ™ 
Al final de la cosecha de~~· se le agregó formol al 

2l manteniendose en baqo maria a · 65 • C durante 30 min. 
Posteriormente se lavó la suspensión de bacterias inactivadas por 
3 veces a 500 g por 30 mi n. , decantando . e 1 sobrenadan te y 

manteniendo el sedimento que contenla el paquete bacteriano, el 
cual se colocó en un matrAi en un volumen de 100 ml. de PBS 
esteril {6,15). 

2.2.3 OBTENCION OE PARED CELULAR OE Staphylococcus !!!!!!!!!. 

Una ve¡; lnactlvada la bacteria se preparó la pared celular 
{PC) de .§..:.~de la siguiente manera: 

Las bacterias fueron congeladas a -70ºC e Inmediatamente 
descongeladas en ba~o maria a 56ºC. Posteriormente se realizaron 
5 sonlcaciones del paquete celular a mAxima amplitud de 

11 



frecuencia (30 mlcronsl durante 10 min. por cada sonicación. En 
seguida al mismo paquete se le practicó una trituración mecánica 
mediante un agitador mecilnlco, con adición de microperlas de 

vidrio; se efectuaron varios ciclos de trituración con duración 
de 15-20 min. por ciclo, a intervalos de 10 mio. entre cada 
ciclo. Posteriormente se separaron las microperlas de vidrio del 

paquete bacteriano flltrandolas con papel Whatman #3. 
Una vez que las bacterias fueron rotas, se procedió a 

separar la PC por centrifugación diferencial, primero a 3000g por 

15 mio para remover bacterias Integras y posteriormente a 10,000g 
durante 30 mln. para sedimentar la PC (34). 

2.2 .4 OBTENC!ON DE AC!DO TEICOICO A PARTIR DE LA PARED CELULAR 

DE Staphylococcus ~ 

Se realizó una preparación de PC al 2.5% en Acldo 
tricloroact!tlco (TCA) al 10% y se mantuvo la suspensión a 4• e 
durante 70 horas en agitación. Posteriormente se separó el 
insoluble 111edlante centrifugación a SOOg por 30 mln.; el 

sedimento resultante fué lavado con pequeijas cantidades de TCA al 

10"· 
El sobrenadante y los llquidos del lavado se mezclaron con 

igual voh•en de eter etHico. En seguida se separó la fase 

acuosa y se redisolvió en TCA al 10"; a esta solución se le 
a~adleron dos voldmenes de alcohol fr1o y se mantuvo a 4ºC por 18 
noras. Se separó el precipitado obtenido por centrifugación; de 

ello se obtuvo un precipitado ( ac. telcolco) que se separó con 

alcohol, se secó con eter, y el polvo resultante fue resuspendldo 
en P8S estt!rll. 

El Acldo telcolco resuspendido en PBS fue pasado a travt!s de 
un filtro Pllllipore de 0.22u de di4metro(18,34).En seguida se le 

dete1111inó el contenido prott!ico por el Mtodo de Lowry (6,31 l. La 
obtención del Acldo telcolco de la PC de i:_ ~ se resUM en 

el cuadro 12 • 
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2.3 CARACTERIZACION DEL ANTIGEND. 

La identificación del ant1geno (ac. teicoico) de la PC de.?..:. 
~ se real izó mediante la prueba de inmunodifusión doble en 
agar, comparandose con ácido l ipoteicoico comercial (SIGMA) 
(20,22). 

2.3.1 OBTENCION DE SUERO 'HIPERINMUNE. 

El suero hiperinmune empleado para la identificación 
antigénica fué obtenido a partir de un conejo inmunizado con una 
suspensión de .?..:_ ~ inactivado, utilizando adyuvantes 
completo e incompleto de Freund, como se describe en el cuadro #3 
(25). 

2.3.2 REAL!ZACION DE LA PRUEBA DE INHUNODIFUSION DOBLE EN AGAR. 

Se preparó agarosa al 1% en solución salina isotónica (SSI) 
(ver apéndice). Se rea 1 iza ron perforaciones c i rcu 1 ares para 
colocar los antígenos y el suero hiperinmune como se esquematiza 
en la f1g.1 (46). 

2.4 PROGRAMAS DE INMUN!ZACION. 

2.4.1 CONDICIONES OE LOS A!UMALES. 

Para la realización de los programas de inoculación se 
utilizaron grupos de 5 ratonas gestantes ~ ~ C0-1 
donadas por el bioterio del Centro Nacional de Investigaciones 
Di scipl lnarias en Microbiolog1a, INIFAP-SARH. 

Dichos animales se encontraban en los ~lti1110s 7 dlas de 
gestación, con un peso aproximado de 45 gr y alimentados a base 
de concentrado y agua ad libitum. 
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2.4.2 ESTANDARIZACION DE LA DOSIS DEL INMUNOGENO (Staphylococcus 

~). 

La cantidad de bacterias que se inocularon en los animales 

pertenecientes a diferentes esquemas de inmunización se determinó 
en base al ~todo nefelométrico (6,33). 

De una suspensión bacteriana de~~ vivo, una parte 
fue inactlvada y otra se mantuvo viable conservandose a -70° C 
para después utilizarla en el método cuenta gotas. 

Para la inoculación de los animales se utilizó la suspensión 
bacteriana inactivada, a la que se le agregó un volumen conocido 
de PBS. Las dos suspensiones bacterianas (inactivada y viable) se 
compararon con diferentes concentraciones de sulfato de bario, 
primero por turbidez y luego por medio del espectrofotómetro a 

546nm (cuadro 4) (6, 17). 

El tubo seleccionado fue el 15, el cual correspond!a a una 
concentración de 1500x104UFC/!ml., basandose en la concentración 
usada por Anderson en su experimento realizado en 1987(2). 

Con el objeto de corroborar el método nefelornétrico descrito 
se desarrollo el método cuenta gotas (37). En una serie de 9 
tubos con 9 ml. de PSS se hicieron diluciones 1:10 a partir del 
tubo patrón (tubo 15 del nefelllmetro) (flg. 2 ) que conten1a 

suspensi6n bacteriana· viabl1¡. Oe cada tubo se tomaron al !cuotas 
de 20ul. con pipeta microvolumétrica y puntas estériles ( una 
para cada dltuclón) para después depositarse en forma de 5 gotas 
sobre la superficie de una caja de agar sangre. Se esperó a que 

secaran las gotas y se Incubo por 24 horas a 37ºC. 
Transcurrido el tielllpO de incubación, se procedió a hacer el 

conteo de colonias por dilución, contando el nimero de colonias y 

después sacando el pri.edlo entre las 5 gotas. 

En las diluciones de los tubos 1 al 5 el nt!llero de colonias 
obtenidas excedla a la concentración escogida; en la dllucldn del 
tubo 6 el nllnlero de colonias obtenidas correspond!a a la 
concentración escogida (ffg.2). 
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2.4.3 DESCRIPClotl DE LOS PROGRAMAS DE INMUNIZACION. 

El mlmero de programas utilizados fueron 6, con un promedio 

de 5 animales por programa como se esquematiza en cuadro 5 . 

2 .4 .4 MANEJO DE LOS ANIMAlES DURANTE LA INDCULACION. 

Para la inoculación de la suspensión bacteriana, se 

utilizaron jeringas insulinicas con diferentes agujas, 
dependiendo la vla de inoculación. En el caso de las vias 
intramuscular, intraperitoneal e intracecal, la aguja que se usó 

fué 25x16mm; para la ruta oral la aguja fue del calibre 16x32mm, 

sin punta y con un ~ngulo de 45°. El manejo de los animales en 

las diferentes inoculaciones se describe a continuación (68): 

a) Inoculación Intramuscular.- El ratón se tomó con la mano 

izquierda y con el 4o. o So. dedo se sostuvo la cola por la base. 

Con los dedos pulgar e indice se sujetó al animal por la nuca, 
retrayendo la piel para evitar que se moviera. Con ayuda de un 

asistente que sostenla la pierna izquierda del animal, la 
inoculación se hizo en la parte posterior del muslo, en el 
Interior de los mósculos Insertando la aguja en ~ngulo recto a la 

mitad del fémur. Después de realizarse la inoculación, se retiró 
la aguja y se masajeó el lugar de la Inyección. 

b) Inoculación lntraper1toneal .- El ratón se tooió de la manera 
antes descrita, permitiendo que el animal cayera sobre la palma 

de la mano. Con los dedos restantes se presionó la pared 

abdominal; la aguja se insertó en el abdomen, ligeramente lateral 

a la cicatriz umbi 1 lcal, con una profundidad de no 114s de 6an 

para evitar daijo a las vísceras. 

c) Inoculación lntracecal .- En este caso el animal fue s011etido 
a una laparotomla media, utilizandose anestesia general con 
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pentobarbltal sódico {Anestesal, Smith-Kline) con una dosis de 

28mg/kg de peso (0.02ml ./45gr de peso) por vla intraperltoneal. 

En condiciones de esterilidad, el animal se colocó en 

decdbito dorsal con los cuatro miembros fijos. Se real Izó 

antisepsia con cloruro de benzalconlo y se procedió a incidir 

piel, mdsculos abdominales y peritoneo. Enseguida se 

extrajo el ciego y se procedió a inocular la suspensión 

bacteriana. Mientras el intestino permaneció afuera se hidrató 

con PBS estéril. Al terminar de Inocular se regresó el intestino 
a su lugar y se procedió a suturar peritoneo junto con mdsculos 

abdominales y posteriormente piel, mediante material absorbible. 

d) Inoculación Oral.- Sujeto el ratón de la forma como se 

mencionó en los Incisos a y b, se colocó al animal en posición 

vertical; con la jeringa en posición paralela al animal, se 

Introdujo la aguja sin punta y con Angulo de 45° hasta el fondo 

de la cavidad oral y se administró lentamente la dosis 

bacteriana. 

2.5 PRUEBA DE TRAHSFORMACIOH BLASTOIDE CON IHCORPORACION DE 
Tll'llDINA TRITIADA (MICROllETODO) 

2.5.1 PREPARACION DE LINFOCITOS. 

Se extrajo el bazo y los ganglios linfáticos mesentéricos 
(GIJ!s) de todos los ratones (inoculados y testigos) . para la 

obtención de linfocitos mediante la disgregación de estos órganos 

en medio Rl'fll-164D no suplementado frlo (ver aptndice); en 

seguida de la disgregación las células se lavaron 3 veces 

llediante centrifugación e 500 g por 10 •In. con medio sin 

suplementar. Después de la llltilllil centrifugación, se decantó el 

sobrenadante y· se les agregó 4 ml de 11edlo suplementado fria 
(16,46). 

A continuación se hizo el conteo de células viables por 

medio de la técnica de exclusión de trlp4n azul de la siguiente 

manera: 
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Con una pipeta microvol umétrlca y punta estéril se tomó una 

al1cuota de 50ul de cada una de las suspensiones lfnfocitarias y 
se colocó en una placa de microt1tulación no estéril; se 
agregaron SO ul de trip4n azul al 0.2% para obtener una dilución 

1 :2. Se homogenizaron las suspensiones, y las células se 
depositaron en un hematocitómetro y se esperó 3 min. para empezar 

a contar las células vivas (s1n teijir) de los 4 cuadrantes con 

ayuda de un microscopio óptico utilizando el objetivo de 40x 

(7,22). 

2.5.2 ESTIMULAC!ON DE LA PROLIFERAC!ON DE LINFOCITOS CON UN 

M!TOGENO (Concanaval fna A). 

Con el fin de determinar las concentraciones óptimas de 
estlmulación mltogénica de Concanavalina A (Con A) se realizó una 
curva dosis-respuesta, donde se utilizó un grupo de 5 ratones que 
no hablan recibido inmunizaciones, para verificarse la 

proliferación de linfocitos provenientes de bazo y GLMs, y 

demostrar que estas células se encontraban viables y en 
condiciones óptimas para una posible pral iferacldn con el 
antlgeno (16,46,50). 

En placas de microtltulacidn con 96 pozos en fondo de "U" y 

tapa, se depositaron por triplicado 200,000 linfocitos por pozo, 
de bazo o de GLMs (segdn el caso) de los ratones en 100u1 de RPMJ 

suplementado. Se adicionaron 100ul de Con A a concentraciones de 
1-50 ug/ml de medio de cultivo por pozo y se ajustó a un volumen 
final de 200ul. Se hicieron cultivos sin estimular (testigos) 

denominando les concentración o. 
Las células se Incubaron por 72 horas en una estufa a 37 • C 

con 5% de co2 y hlllledad de 100%; 18 horas antes de finalizar la 
Incubación, se agregd a cada pozo 1uCI de timldlna trltlada con 

una actividad especffica de 6.7 Ci/mllol (New England Nuclear) 
(fig.3). 

Oe las concentraciones utilizadas en la curva dosfs-
respuesta de Con A se tomaron las concentraciones 1 y 3 ug/ml 
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empleandose como testigos positivos en linfocitos de bazo y GLHs 

de los ratones que habían sido previamente inmunizados. 

2.5.3 ESTIPWLACION DE LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS CON AHTIGEND 

Al igual que en la estimulación con Con A, se utilizaron 

placas de microtitulación idénticas, la misma cantidad de 

linfocitos por pozo y del medio de cultivo suplementado tanto 

para bazo como para Gl.Ms {seg~n el caso) de ratones inmunizados y 

testigos. En este caso, se adiciona a cada pozo en fonna de 

triplicado por ratón, 100 ul de antígeno de ~ ~ {acido 
teicoico) suspendido en medio de cultivo no suplementado, 

ajustado a un volumen final de 200 ul /pozo. Las concentraciones 

utilizadas fueron: 

a) Cultivos con concentración O (sin estimular) utilizados 

como testigos. 

b) Cultivos con concentración 1,3,5,10,50,100 y 150ug de 

antigeno por mil i1 itro de medio de cultivo suplementado {fig.4). 

Estas concentraciones se utilizaron sólo en el grupo B 

experimental para real izar la curva dosis-respuesta del ~cido 

teicoico en linfocitos de bazo y GLHs de ratones inmunizados y 

control para obtener las c~ncentraciones óptimas a las cuales 
existió mejor respuesta {fig.4). 

Dichas concentraciones se prepararon en base a la cantidad 

de proteína que presentó el antígeno al ser anal izado por el 

m6todo de Lowry. 

c) Cultivos con concentraciones 5 y 10 ug de antlgeno por 

mililitro de medio de cultivo suplementado. 

Estas concentraciones se utilizaron en los grupos 

experi11entales. restantes {A,C,D,E y F) que fueron las 

concentraciones óptimas de respuesta detentinadas por la curva 

dosis-respuesta llevada a cabo en el grupo B experimental. 

Las células se incubaron por 120 horas en una estufa a 37º C 

·con 51 de co1 y 100% de hlllledad; 18 horas antes de final izar la 
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incubación se agregó a cada pozo 1 uCi de timidina tritiada 
(16,26,46). 

Todo el manejo de células se real izó bajo condiciones de 

esterilidad, exceptuando el conteo de células viables, y se 

mantuvieron siempre a temperatura cercana a 4ªC para evitar su 

muerte. 

2.5.4 COSECHA DE LINFOCITOS MARCADOS CON TIMIDINA TRITIADA. 

Después del periodo total de incubación, tanto para la 

estimulación con el mitógeno como para la estimulación con el 

ant1geno, las células se cosecharon en PBS pH 7.2 fr1o en filtros 

de papel de fibra de vidrio mediante un microcosechador manual 

para 24 pozos conectado a una bomba de vaclo. Se pasó por el 

filtro TCA al 5 y 10%, y metanol al 70% para fijar las células. 

Una vez secos los filtros circulares de papel de fibra de 

vidrio pertenecientes a cada pozo, fueron colocados en viales de 

pl4stico con tapa de rosca, los cuales contenian 2ml de liquido de 

centelleo. Las lecturas para cada vial fueron obtenidas en 

cuentas por minuto (CPM) mediante un contador beta de centelleo 

(Escuela Superior de Medicina, IPN ) • 

Las CPM obtenidas se transformaron en indices de estimulación 

(IE) utilizando la siguiente fórmula (16,26): 

IE= ~~~estimulados 

CPM de cultivos no estimulados. 

Todo el proceso de mfcrotransformación blastoide queda 

resumido en el cuadro #6. 

2.6 ANAl.1515 ESTADISTICO. 

Los resultados obtenidos en las pruebas de transfomación 

blastoide fueron comparados estadisticamente mediante un an4lisis 

de varianza (38). 
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CUADRO # 1.- ESQUEHATIZACION DE LA OBTENCION E IDENTIFICACION DE 

Staphylococcus aureus 

~ESTRAS DE LECHE DE VACA CON MASTITIS CLINICA 

l MANTENIMIENTO DE LA 
MUESTRA A 4' C 

SIEMBRA EN AGAR SANGRE 

~-
COLONIAS CON MORFOLOGIA OTRAS COLONIAS 
SOSPECHOSA DE S. aureus 

l 
TINCION GRAH 

~ 
(-) (+) 

l 
PRUEBAS BIOQUIHICAS 

l 
{ 

COAGULASA 
CATALASA 
DXIDASA 
Of 
llVP 

IDENTIFICACION DE ~ ~ 
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CUADRO #2. - RESUMEN DE LA OBTENCION DE ACIDO TEICOICO 
A PARTIR DE~ 

A) COSECHA DE h ~ 

B) INACTIVACION DE S. aureus 
(formaldehldo a12%~°C/30min.) 

C) OBTENCION DE PARED CELULAR (PC) 
1 .- RUPTURA DE BACTERIA. 
2.- SEPARACION DE PC. 

D) OBTENCION DE AC. TEICOICO .IJ.É'Í'C DE S. aureus 
(método de extracción con 4c1dO'. triCToroacético). 

E) FILTRADO EN MEMBRANA MILLIPORE DE 0.22u DE DIAMETRO. 

F) DETERMINAC!ON DE PROTE!NA 
· (método de Lovry) • 
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CUADRO #3.- PROGRAMA DE INMUNIZACION PARA LA OBTENCION DE SUERO 
HIPER INMUNE CONTRA~~ EN CONEJO 

DIA DOSIS VIA DE INMUNIZACION 

o Sangrado inicial 
1m1 ag + 1m1 ACF INTRAMUSCULAR 

1m1 ag SUBCUTANEO 

8 1ml ag + 1m1 AIF INTRAMUSCULAR 

16 lml ag + lml AIF INTRAMUSCULAR 

24 lml ag + lml AIF INTRAMUSCULAR 

1ml ag SUBCUTANEO 

32 1ml ag + 1ml AIF INTRAMUSCULAR 

40 1m1 ag INTRAVENOSO 

48 2m1 ag INTRAVENOSO 

Sangrado 

56 3ml ag INTRAVENOSO 

64 Sangrado 

ACF= ADYUVANTE COMPLETO DE FREUND 

AIF= ADYUVANTE INCOl'!PLETO DE FREUND 

(24) 
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FIG. 1 .- ESQUEMATIZACION DE LA PRUEBA DE INMUNODIFUSION EN 
PLACA (OUCHTERLONY) PARA DEMOSTRAR LA !OENTIDAD 
ANTIGENICA DEL ACIDO TEICOICO OBTENIDO. 

© 

A• ANTIGENO OBTENIDO DE LA PARED CELULAR (PC) DE S.aureus. 
{AC. TEICDICO). ---

Be ANTIGENO COMERCIAL {SIGMA). 

e~ SUERO HIPERINMUNE DE CONEJO CONTRA~· 
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CUADRO #4 .- RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE SULFATO DE BARIO 
(Baso,) y EL NI.MERO DE BACTERIAS POR MILILITRO. 

Tubo 1% BaCL(ml) 1" H,so,(ml) I Bact/ml Absorbancla(DO) 

0.1 9.9 300 X 10" 0.289 

2 0.2 9.8 600 X 10• 0.666 

0.3 9.7 900 X 10 6 0.985 

4 0.4 9.6 1200 X 10' 1.255 

5 0.5 9.5 1500 X 106 1.510 • 

6 0.6 9.4 1800 X 10' 1.843 

0.7 9.3 2100 X 106 1.900 

8 o.a 9.2 2400 X 10' 2.106 

9 0.9 9.1 2700 X 10' 2.450 

10 1.0 9.0 3000 X 10' 2.560 

• CONCENTRACION ESCOGIDA. 

o.o.~ DENSIDAD OPTICA. 

(14,32) 
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FIG. 2 .- ESQUEflATIZACION DEL ME'l'OOO C\JEm'A Gal:AS PARA"CORROOORAR LA CONCOO'llACION BAC!'EfUANA 
ESCOOIDA POR EL METODO NEFE!..OMETRICO. 

1500xl06 

TUBO 
PATRON 

# 5 

9ml 
PBS 

l500xl0 5 

1 
l500x10 4 

2 
l500x10 3 

3 
l500xl0 2 

4 
l500xl0 

5 
1500 

6 

\ 
ALICUOTA 

¡ 

1500xló1 

7 

20ul 

5 GOTAS EN AgAR SANGRE 
(INCUBACION 37 C/24 HRS.) 

¡ 
CONTEO: 

1500xló2 

a 

32+36+24+23+37Q 152/5= 30.4 
EN 20ul "DE SUSPENSION BACTERIANA 
HUBO 30 COlOfl!AS . 

• EN lOOOul (lml) HUBO isog COLONIAS, 
POR L06TANTO SON lSOOxlO UFC/ml= 
l50xl0 UFC/O.lml. 



CUADRO #5 

GRUPO 

A* 

B 

e 

o 

E 

PROGRAMAS DE INOCULACIONES EN RATONES HEMBRAS 
GESTANTES CON Staphylococcus ~ 

1a. DOSIS 2a. DOSIS 
(+/- 7 d1as preparto) (7 d1as postparto) 

INT IWIUSCULAR INTRAMUSCULAR 

INTRAllUSCutAR ORAL 

INTRAMUSCULAR INTllAPE R ITONEAL 

INTRAllUSCULAR INTRACECAL 

ORAL INTRACECAL 

* Grupo Test 1 go 

La dosis de bacterias inact1vadas Inoculadas a los ratones fue 
de 150 X 10• UFC/0.1ml. 
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CUADRO #6.- ESQUE!'IATIZAC!ON DE LA HICROTECNICA DE 
TRAllSFORHACION BLASTOIDE. 

OBTENCJON DE LlNFOCf OS DE GLMs Y BAZO 

VERIFICACION DE VIABILIDAD CELULAR 1 96X DE VIABILIDAD) 

AJUSTE DE CELULAS VIABLES 
(2x10 cel/ml de medio sup.) 

AGREGAR Con A AGREGAR AC. TE I CO 1 CO 
(O, 1 y 3ug/ml) 

1
18 hrs. agtes 
agregar H-Thd. 

INCUBAR POR 72 hrs. 
A 37°C, ATMOSFERA 5); 
C02 

(O, 5 y 10ug/ml) 

1 
18 hrs antes 

agrerr iH-Thd. 

INCUBAR POR 120 hrs. 
A 37ºC, ATHOSFERA SX 
C01 

COSECHA DE CELULAS EN PAPEL DE FIBRA DE VIDRIO 

l 
DEPOSITO EN VIALES QUE CONTENIAll LIQUIDO DE CENTELLEO 

1 
LECTURA EN CONTADOR BETA DE CENTELLEO 
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FIG. 3.- ESQUOOTIZACION DE. LA TECHICA DE TRAHSFORllACION BLASTOIDE PARA 
LA PAOLIFERACION DE LINFOCITOS CON CONCANAVALINA A 

RATON 
MI CROGRAl«lS DE Con A 
nr- .....-- ¡--.;-

·{ 2 
3 
4 
5 

aea 
~·· ªªª • • • • 

. { 
6 
7 

.,, 8 

~ 
::> 

"' "' 9 
10 

• • • 
• • 

e 1 
11 
12 
13 
14 
15 

• • • • • 16 • Etc. 
200 ,000 Ce 1 en 1OOu1/Puzo 

INCUBAR 
2 DIAS 6 HOMS 

+ 
1 uCi DE 

TIMIDlllA TRITIAllA 

' lllWIAR
0 

1 
18 HDIAS : 

COSECllAR 

LEER Ell llQUlllO 1 
DE CEllTELLEO . 
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'FÍG~ 4~~--ESQÚEMÁ'fIZACION DE LA TECNICA DE TRANSFORMACION BLASTOIOE PARA 

lA PROLIFERACION DE LINFOCITOS CON ACIDO TEICOICO 

RATON 

. ¡ ! 
~81~ 
¡Ji 9 

10 

,¡¡ 
16 

Etc. 

• ·-+ : • • a 

PLACA No. 1 PLACA No. 2 
HICROGRAMOS DE ACIDO TEICO!CO 

1 3 5 10 so 
rt--~--Hc--~-H-~--IH-~-h ........ ~·· ,,, ..... . 

200,000 Cel en 100 ul / Pozo 

INCUBAR POR 
5 DIAS 6 HORAS 

+ 
t uCi DE 

TIMIDINA TRITIAOA 

INCUBAR 
18 HORAS 

COSECHAR 

LEER EN L1 QU IDO 
DE CENTELLEO 
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3. RESUL T AOOS. 

3.1 CARACTERIZACION DEL ACIDO TEICOICO. 

Para verificar la identidad del ácido tefcolco obtenido y 

empleado en este estudio, se realizó una prueba de 
1 nmunodl fusl ón con un estandar canerci al (SIGMA) ( flg .5). La 
prueba de lnmunodlfusl6n (Ouchterlony) mostró la Identidad 
antlgénlca de los dos antfgenos que se confrontaron, el 
antfgeno comercial y el que se obtuvo en este trabajo; para la 
realización de esta prueba se util Izó suero hlperlmune de 
conejo contra i:. ~· 

3.2 ESTANDARIZACIOH DE LA PRUEBA DE TRAHSFORMACION BLASTOIDE. 

3.2.1 ESTABLECIMIENTO DE DOSIS OPTIMAS DE CONCANAVALINA A. 

Se establecieron las dosis óptimas para el mlcrOl!létodo de 
transfonaaclón blastoide Incorporando tim1dlna tritlada (~H-Thd) 
con linfocitos de bazo y GU!s, usandose como testigo positivo de 
proliferación llnfocltaria inducida con Concanavalina A (Con A) 

con concentraciones de 1-50 ug/ml; se estableció la curva dosis 
respuesta a este mitógeno en linfocitos de ambos órganos de un 
grupo control de cinco ratones. Se observó que para linfocitos 
de bazo y 6Uls las concentraciones 1 y 3 ug/ml de Con A dieron la 
máxima respuesta expresada en Indices de estlmulación (IE) 

(flg.6). 
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3.2.2 ESTABLECIMIENTO OE LAS DOSIS OPTIMAS DEL ANTIGENO. 

Como se muestra en el cuadro 7 las concentraciones que 
alcanzaron las mAs altas CPM en cultivos de 1 infocitos de bazo 
provenientes de los ratones inmunizados fueron 5 y 10 ug/ml. 

En el caso de los linfocitos provenientes de GLMs, la curva 
dosis-respuesta di6 las mAs altas CPM con la concentración de 
10 ug/ml, siendo significativamente superior en comparación con 
1 as demas concentraciones (cuadro #8). 

Fue evidente que los 1 infocitos de GLHs arrojaron resultados 
mucho más elevados que los obtenidos con los linfocitos 
esplénicos. No obstante, en ambos casos los IE en los linfocitos 
de ratones inmunizados fueron consistentemente más altos que los 
obtenidos en animales no inmunizados (fig. 7 y 8). 

Una vez determinadas las concentraciones óptimas de respuesta 
tanto para Con A (1 y 3 ug) como para ac. teicoico (5 y 10 ug) se 
procedió al desarrollo de la prueba de transformación blastoide 
para valorar la inmunidad celular en los diferentes esquemas de 
inmunización. 

3.3 EFECTO DEL ACIOO TEICOCICO DE Staphylococcus aureus SOBRE 
LINFOCITOS DE BAZO Y GANGLIOS LINFATICOS MESENTERICOS. 

3.3.1 OBSERVACIONES GENERALES 

la mayorfa de los esquemas de inmunización presentaron CPM 
mh elevadas en comparación con el grupo de animales que no 
recibieron ·inmunización (GRUPO A), tanto en 1 infocitos de bazo 
como de GLMs, como se aprecia en los cuadros 9 y 10. 

Se observaron CPM similares tanto para 1 infocitos de bazo como 
de GLHs en la mayor!a de los esquemas de inmunización, 
exceptuando el esquema intramuscular-intramuscular (GRUPO B), en 
donde los linfocitos de ambos órganos provenientes de anir.1ales 
inmunizados obtuvieron los valores más elevados del estudio con 
diferencias estadfsticamente significativas (P<0.01). 
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3.3.2 BAZO. 

En linfocitos de bazo se observaron diferencias altamente. 

significativas enttre el esquema Intramuscular-intramuscular (B) 
y los esquemas restantes (P<0.01 ). Los esquemas Intramuscular­
oral (C), Intramuscular -intraperitoneal (O), lntramuscular­

lntracecal (E) y oral-intracecal (F) no arrojaron diferencias 
estad!sticamente significativas en comparación con el grupo de 
animales testigo (A) (cuadro #9). 

3.3.3 GANGLIOS LINFATICOS MESENTERICOS (GLMs). 

Con linfocitos de GLMs se observó el mismo fenómeno que con 
linfocitos esplénicos, es decir, el único grupo que presentó 
diferencias altamente significativas (P< 0.01) fue el grupo 

Inmunizado por v!a intramuscular-Intramuscular (B) (cuadro #10). 

3.3.4 CO"PAAACION ENTRTE LOS EFECTOS DE ACIDO TEICOICO Y 

CONCANAVALINA A SOBRE LINFOCITOS DE BAZO Y GANGLIOS 
LINFATICOS MESENTERICOS. 

En los cuadros 9 y 10 se compara el efecto de ac. teicolco de 

la PC de~~ sobre 1 lnfoc1tos de ratones Inmunizados, en 
relación al efecto de la dosis de mayor respuesta de Con A sobre 

l i nfocltos de ratones usados como controles pos lt1vos de 
prol 1feraci6n 1 i nfocltari a. Estos resultados muestran que los 
linfocitos obtenidos tanto de bazo como de GLMs estimulados con 
Con A presentaron CPM signl ficatlvamente lllás elevadas que los 

linfocitos estimulados con ac. telcoico, con excepción del 
esquema 1ntrllllluscu1 ar-intramuscular ( B). 
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Fl§, 5 .- ESQUEMATIZAClON DE LA PRUEBA DE INMUNOD!FUSION EN 
PLACA (OUCHTERLONY) PARA DEMOSTRAR LA IDENTIDAD 
ANTIGENICA DEL ACIDO TEICOlCO OBTENIDO. 

A• ANTIGENO OBTENIDO DE LA PAREO CELULAR (PC) DE S.aureus. 
(AC. TEICOICO). ---

B• ANTlGEND COMERCIAL (SlGM). 

C• SUERO HlPERlNMUNE DE CONEJO CONTRA S.aureus. 
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CUADRO I 7.- EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ACIDO TEICOICO 

DE Staphylococccus ™SOBRE LINFOCITOS DE BAZO DE= 

RATONES ~s muscul us CD-1 INMUNIZADOS POR VIA INTRAMU~ 

CULAR-INTRAMUSCULAR. 

CONCENTRACION DE 

ACIDO TEICOICO (ug/ml) CPH X 

o 14838.0 

30427 .3 

32258.8 
• 5 37112.3 

*10 42878.0 

!iO 21798.6 

100 14250.3 

150 35365.3 

PRMDIO DE 4 RATONES POR CONCENTRACION DE ACIDO TEICOICO 

SE TRABAJARON MUESTRAS POR TRIPLICADO PARA CADA RATON. 

O.E.= DESVIACION ESTANDAR. 

• = CONCENTRACIONES CON HAXlllA ESTIHULACION. 
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O.E. 

4919.9 

10141.5 

8686.4 

16750.8 

10799.0 

10635.2 

10681.5 

26636.2 



CUADRO I 8 .- EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ACIDO TEICOICO 
DE Staphylococcus aureus SOBRE LINFOCITOS DE 6ANGLIOS­

LINFATICOS MESENTERICOS DE RATONES Mus musculus CD-1 -

INf'IUNIZADOS POR VIA INTRAMUSCULAR-INTRMJSCULAR. 

CONCENTRACION DE 

ACIDO TEICOICO (ug/ml) CPll X 

o 981.1 

2619.1 
3 2265.0 
5 1868.6 

* 10 127760.0 
50 72131.6 

100 95145.0 
150 49252.0 

PROMEDIO DE 4 RATONES POR CONCENTRACION DE ACIOO TEICOICO. 

SE TRABAJARON MUESTRAS POR TRIPLICADO PARA CADA RATON. 

O.E.= DESVIACION ESTAHDAR. 

* = CONCENTRACION CON llAXlllA ESTU'IULACION. 
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D.E. 

255.9 

744.0 

1588.0 

1046.5 

69870.2 

30118.2 

39010.0 

20235.0 



Oll\D!IO il 9. - EFECTO DE IXlS CONCENl'llACIOOES !JE ACIOO TEIOJIOJ DE s. aureus SOB!Ul LINFOCITOS DE BAZO 
DE RATONES Mus musculus C0-1 INMUNIZAOOS POI! DIFERENTE--svliiS, y COMPAllACION CON EL 
EFEC1'0 DE COOCANAV,.LINA A SOBllE LOS MISll:JS LINFOCI'IOS. 

LOS RESutlrADOS SE EXPRESAN EN CPM X • 

CONCENTR/ICION DE AClDO TEICO!CO (ug/ml l 
GRUPO o 5 10 

•A 339.6 :t 202.7 ª 852.5 .!. 421.5 ª 863.0 :t 496.6 8 

8 14838.5 ,:t4919.9 b 37112.3 ,:t16750.8 b 42898 .o :t10799. o b 

e 467.1.!.222.5 ª 1334.8 :t 948.1 ª 709 .8 :t 

o 317 .8 :t 174.6 ª 771.2 .!. 317 .o ª 946.6 :t 

E 291 .o :t 121.0 ª 1335.7 :t 682.3 ª 1354.8 :t 

313.3 .!. 151.1 ª 1088.1 .!. 441.6 ª 1529 .6 :t 

a,b LITERALES DISTim'AS DElmAN DU'EREN:IAS SIGIIFICATIVAS (p 0.01). 

CPM X DE 5 RATONES POI! OJNCENI'RACION DE ACIOO TEICXJICO. 

LAS MUESTRAS SE TRABAJARON POR TRIPLICADO PARA CADA llATON. 

•TESTIGO 

490.5 ª 
259.0 8 

710.0 ª 
755.0 ª 

Con /1 (ug/ml l 
3 

6545 .6 :!:.1137 .8 

7368.8 :t 707.7 

7126.6 :!:. 827.3 ¡¡:; 

6507 .8 .±_1029. 1 

7086.6 .±_1012.3 

6264.9 :!:. 790.6 



CUADRO # 10 • - EFEC'l'O DE DOS CONCENTRACIONES DE ACIOO TEICOICO DE S. aureus SOBRE LINFOCI'IOS DE GANGLIOS 
. LINFATICOS MESENTERICOS DE RATCX"ES M\lS musculus INI>OOZAiíOS"POR DIFERENTES RUTAS, 't 

COMPARACION CON EL EFECTO DE OlOCANAVALINA AWBRE LOS MISMOS LINFOCITOS. 

LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN CPM X. 

CONCENTRACION DE ACIDO TEICOICO (ug/ml) 
GRUPO o 10 

•A 518.1 !. 179.3 ª 932 .o!. 475.1 ª 891.0 !. 383.6 ª 
981.1 !. 255.9 ª 1868.6 !. 1046.5 b 127760.0 !. 69870.0 b 

522.6 !. 131.2 ª 1342 .3 !:. 616.0 ª 1273.3 !:. 

D 336.5 !. 142.4 ª 1166.5 !. 416.3 ª 1331.1 !. 

464.1 !:.245.2 ª 367 .2 .!. 286.1 ª 405 .8 !. 

358.2 !. 248.2 ª 308.1 !:. 94.9 ª 442 .6 !:. 

a,b LITERALES DISTI1'11'AS DENJTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS (P 0.01), 

CPM X DE 5 RATCX"ES POR CONCENl'RACION DE ACIOO TEICOICO. 

LAS MUESTRAS SE TRABAJARON POR TRIPLICADO PARA CADA RATON. 

*TESTIGO 

471.3 ª 
729 .6 ª 
213.3 ª 
153 .1 ª 

Con A ( ug/ml ) 

1 

4139.7 !. 611.7 

4224.8 !. 559.5 

3675.6 !. 411.9 

3597 .4 !. 464.6 

4330.9 !. 607 .9 

3489.6 !. 399.7 

o ... 



DISCUS!ON 

Con el propósito de evaluar la respuesta inmune celular (RJC) 
inducida por S.aureus, se inocularon ratones hembras gestantes 
con una suspensión de esta bacteria inactlvada con fonnol por 
diferentes rutas • 

La respuesta inducida por cada una de ellas fut! valorada por 
medio de la prueba de transformación blastoide, etnpleandose 
linfocitos de bazo y df! gangl los linf4tlcos 11esentt!rlcos COlllO 

poblaciones representativas de inmunidad sistémica y local 
respectivamente. 

Las vfas de inoculación probadas incluyeron vfas sist-'alfcas 
convencionales como la Intramuscular, y combinaciones de esta con 
otras rutas que han demostrado estar relacionadas coo la 
respuesta Inmune local, COOK! son las vlas oral, fntraperftooeal e 
lntracecal (4,9). 

En ambas poblaciones celulares (linfocitos de bazo y GLMs), 
solo la via intramuscular-intramuscular Indujo una buena 
respuesta inmune celular. Este hallazgo es interesante, puesto 
cjue se ha comprobado que la inoculación por ejemplo oral, que es 
una ruta local, resulta en la estlmulaclón de inmunidad hutnoral 
en tracto respiratorio y en secreciones como la 14ctea(4,9,69). 

Se ha aceptado que el sistema inmune secretor puede ser 
estimulado actuar fndependienteaente del sistema lMUne 
sistémico (9 ) por lo que al hacer una inmunización oral o 
lntrag4strica, pueden aumentar los anticuerpos en sitios 
distantes cOO\O las gl4ndulas mamarla, salival y lacrimal. Con 
respecto a esto se puede hacer notar que 1 f nfoci tos generados en 
sitios aiucosos en respuesta a estl11Ulos locales, pueden circular 
a otros sitios mucosos pero no a tejidos sistémicos (53). 

Se ha puesto de manifiesto que el intestino delgado tiene 
estrecha asociación con otras superficies 111ucosas, y que la fo!'lla 
de inducir una 111ayor i1111Unidad a nivel de ellas, es por la 
estlaulacfón de tejido linfoide asociado a intestino (53). Este 
tejido esU constituido funda11ental11ente por las placas de Peyer, 
importantes en la generación de linfocitos productores de lgA, 
que pueden migrar hacia otros tejidos secretores (4,69). 
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La importancia de lgA en la respuesta lrmune desarrollada en 
mucosas, se ha comprobado en diferentes investigaciones (9, 11,48) 
donde dicha lmnunoglobullna demuestra ser la de mayor producción 
en respuesta a diferentes estimulas antigénicos en diversas 

especies animales. 
Las rutas de inoculación escogidas en este trabajo, con 

excepción de la ruta intramuscular-intra .. scular, presentaron 
una baja respuesta l1111une presinlbl1!91!nte tanto celular CtmO 

h111110ral, ya que la prueba de transfoM1aci6n blastoide no 
diferencia células T de células 8 (44). 

El alto indice de respuesta encontrado en este estudio por la 
vla lntra111Uscular-intramuscular puede deberse en parte a que este 
grupo experimental fué el dnico que recibid dos inoculaciones por 
la misma vla (slstilllfca), probabl1!91!nte a~ntandose as! la 
magnitud de una respuesta secundarla a diferencia de las rutas 
restantes de Inoculación (intramuscular-oral, intramuscular­
lntracecal, lntramuscular-lntraperitoneal) en las cuales se 
combinaron lmunlzaclones sistémicas y locales. 

Se ha cOll(lrobado que al esti11Ularse el sistema lllllllne por 
vacunación, este es capaz de producir una respuesta de -.iria, 
sin embargo se ha discutido la i11POrtancia en el tll!lllPO de 

duración de este tipo de respuesta (Dayton, s.an, Olaoock, 

Kaufman y T0111asl, 1975). Po~ otro lado Plerce y Reynolds (1975) 
concluyeron en sus estudios de lavados yeyunales de perros 
Inmunizados, que existe una r4plda pero breve respuesta 
secundarla a antlgenos inoculados localmente (4). 

Por otra parte debe considerarse que la falta de respuesta 
ln•une también pudiera deberse a que se limunlzó con la bacteria 
completa, pero solo se usó.!!!. vltro el 4cido teicolco etm0 

antlgeno, por lo cual cabria la posibilidad de que existiese una 
respuesta Inmune a otros c011pOOentes bacterianos no probados en 
este estudio •. Talllhlén es Importante resaltar que la dlS11inuida 
respuesta obtenida de los llnfocltos de 1nl11ales sensibilizados 
previa111ente por inmunlzacldn con~ -rto tanti> de bazo 
COllO de GUls, sugiere que el antfgeno utilizado en la pnieba de 

transformación blastolde (4cldo telcolco) no tiene capacidad 
111ltogénlca (ver cuadro#9y10), corroborandose as! los resultados 
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obtenidos por otros investigadores (19,44) tanto en infección 
natural como en experimental. 

Vacunas contra S.aureus en distintas especies han sido 
evaluadas en cuanto a concentraciones especificas de anticuerpos 
en sangre y leche; poca atención ha sido enfocada sobre la 

respuesta inmune celular a estimulacion antigénica.El fenómeno de 
inmunidad celular juega un importante papel en la patogénesis de 
la Infección causada pórS.aureus. Resultados en diferentes 
estudios indican que esta bacteria no es un verdadero parAsito 
intracelular facultativo aunque es capaz de vivir dentro de 
ciertos fagocitos (3). El tipo de inmunidad generada después de 
una infección crónica en ratones con S,aureus, se ha sugerido que 
incluye la producción de linfocinas elaboradas por linfocitos 
sensibilizados (3) con la subsecuente activación de macrófagos 
(3,29) y atracción de polimorfonucleares (29,39,44). 

En lo referente a la inducción de inmunidad celular por 
diferentes ant 1 ge nos de S. aureus, se ha encontrado que con 
la estimuluación antigénica sistémica se generan células 
linfoides sensibilizadas en tejido mamario(39). Se sugiere que la 
presencia de linfocitos sensibi 1 izados por inoculación 
intramuscular pueden ser capaces de atraer pol imorfonucl eares 
probablemente por la Inducción de 11nfocinas como :;e vio en 
experh1entos realizados en vacas inoculadas por esta ruta, las 
cuales respondieron a un desafio intramamario, existiendo un gran 
atamto de pol imorfonucleares, en comparación con vacas no 
sensibilizadas (44). 

Diversos investigadores han dado importancia al mlmero de 
inoculaciones y vlas utilizadas con respecto al enrriquecimiento 
de la respuesta inmune celular. Experimentos realizados en 
glAndula mamaria denotan que existe una leucocitosis 
relativamente escasa a una pri1110ra inyecci6n con pared celular y 
~muerto, pero que durante la segunda inyección se mejora 
grande11ente el reclutamiento de leucocitos en una clAsica 
respuesta inmune mediada por células (57); de forma semejante se 
ha encontrado que después de una ir.inización intramamaria con 
S,aureus muerto por calor, el contacto del antlgeno con células 
linfoides in11Unoc0111petentes puede resultar en su sensibilización 
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(57), y que una subsecuente exposición podrla llevar a una 

respuesta inmune celular incluyendo el desprendimiento de 

linfocinas, resultando en el enrriquecimiento del reclutamiento, 

activación e inmobilización de células fagoclticas (39). 
Otro aspecto de interés en la inducción de inmunidad celular 

por efecto de vacunación podria incluir el tipo de vacuna, sea 
viva o rAUerta. En este sentido, el presente estudio encuentra una 
disminuida respuesta en la mayorla de los esquemas de inoculación 
utilizando bacteria inactivada con formol. Targowski y Baerman 
(1975), han encontrado sin embargo que el grado de respuesta 

inmune es mejorado al utilizar en las inoculaciones S.aureus vivo 
observandose por ejemplo mayor actividad fagocttica sobre esta 

bacteria durante un desafio posterior, suponiendose entonces que 
existe una respuesta inmune mediada por células • 

Bajo estas observaciones se podrla sugerir que una bacteria 
viva es mas inmunogénica que una muerta, por lo que en este caso 
S.aureus serta capaz de exponer todos sus antlgenos estando vivo, 
mientrAs que inactivado solo expondrfa antigénos soinAticos como 
Acfdo teicoico, proteína A y peptidoglican. Sin embargo para la 

utilización de la bacteria viva debe considerarse la formación de 
absceso en la zona de inoculo, con ello el riesgo de poner en 

peligro la vida de los animales experimentales, por lo que de 

esta forma serta necesario tener que utilizar una cepa atenuada 
para el ratón. 

Es de interés hacer notar que para estudios posteriores se 
pueden utilizar mas de una inmunización por vfa, para tratar de 

fortalecer la respuesta secundaria al antlgeno inoculado. También 
podrta ser ~til emplear la ruta intramamaria como ruta adicional 
a las empleadas en este experimento, as1 como el desarrollo de 
dosis de reto o desafio que puedan comprobar en forma prActica la 
protección conferida por la inmunización. 

Debido a la complejidad en el entendimiento de la interacción 
de factores inmunes que actuan contra s.aureus en relación a la 
mastitis bovina, y la forma de proveer protección -suficiente 

contra este agente infeccioso en la gl4ndula mamarla mediante 

algtln método de inmunización, es indiscutible que la cantidad de 
experimentos es cuantioso, por lo cual la importancia de utilizar 
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modelos experimentales como el ratón, y el uso de técnicas de 
cultivo.!!!. vitro y pruebas como la transformación blastoide, cada 
vez adquieren mayor atención por diversos investigadores. 

Con respecto al uso del .ratón en esta investigación como un 
modelo experimental, se apoya en las Ideas propuestas en otros 
estudios refiriendose a este animal como un modelo adecuado para 
llevar a cabo estudios Msicos y experimentales tratando de 
comprender el comportamiento de ~ y especialmente su 
relación con la mastitis '(1,Z, 10,30). 
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CONCLUSIONES. 

1. - SOLO EL ESQUEMA INTRAMUSCULAR-INTRAMUSCULAR (GRUPO B) 
INDUJO INMUNIDAD CELULAR SIGNIFICATIVA. 

2.- NO HUBO DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS EN EL 
COllPORTAH!ENTO DE LINFOCITOS DE GANGLIOS LINFATICOS 
MESENTER!COS(GLMs) COllPARADOS CON LINFOCITOS ESPLENICOS. 

3.- LOS ESQUEMAS OE INMUN!ZACION NO AFECTARON LA CAPACIDAD DE 
LAS CELULAS LINFOIDES DE RATON DE SER ESTIMULADAS CON 
Concanavallna A (Con A). 

4 - EL ACIDO TEICOICO DE Staxheacoccus aureus NO MOSTRO 
ACTIVIDAD MITOGENICA Y P R CE SER UN rxrn:rNTE ANTIGENO 
PARA EVALUAR LA RESPUESTA INMUNE CELULAR CONTRA S.aureus. 
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APENO ICE 

1.- Alcohol etllico al 70% 

Etanol 
Agua dest i 1 ada 

2.- Agar sangre al 5% 

70 ml. 
cbp 100 ml. 

Base agar sangre 40 gr 
Agua destilada Cbp 1000 ml 

Esterilizar a 121• e por 20 min., enfriar a 45-50ºC y a~adir 5-10% 
de sangre bovina desfibrinada estéril, homogeneizar y vaciar en 
cajas de Petri estériles. 

3.- Acido clorhídrico 1N 

Acido clorhidrico 
Agua destilada y desionizada 

4.- Hidróxido de sodio IN 

Hidróxido de sodio 
Agua destilada y desionizada 

8.23 ml 
cbp 100 ml 

1.0 gr 
cbp 100 ml 

5.- Amortiguador salino de fosfatos (PBS) 

Cloruro de sod 1 o B.45 gr 
3.13 gr 
1.36 gr 

Fosfato dibAsico de potasio 
Fosfato monob4sico de potasio 
Agua destilada y desionizada cbp 1000 ml 

Ajustar el pH con HCL 1N o con NaOH 1N, antes de aforar. 
Distribuir en alícuotas y esterilizar a 15 lbs por 15 min. 
Verificar esterilidad y almacenar a 4°C. 

6. - Formol al 2% 

Formaldehido 
Agua destilada 

2 ml 
cbp 100 ml 

7 .- Acido tricloroaco!tico al 5% (P/V) 

Acido trlcloroacético 5 gr 
Agua destilada cbp 100 ml 
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8.- Acido tricloroacético al 10% (P/V) 

Acldo trlcloroacético 10 gr 
Agua destilada cbp 100 mi 

9.- Agarosa al U 

Agarosa (Si oxon l 
Solución salina isotónica 

1.0 gr 
cbp 100 mi 

10.-Solución salina Isotónica al 0.85% (P/V) 

Cloruro de sodio 8.5 gr 
Agua destilada cbp 1000 ml 

11.-AlMmina sérlca bovina (AS8) al 0.1% (P/V) 

ASB fracción V (SIGMA) 
Solución salina isotónica 

12.-Solución 1 (Lowry) 

0.01 gr 
cbp 10 ml 

Carbonato de sodio al 2% en Hidróxido de sodio 0.1N 

13.-Soluclón 2 (Lowry) 

Sulfato de cobre pentahldratado al 1" parte 
Tartrato de sodio o potasio al 2% parte 

14.-Solución 3 (Lowry) 

Solución 1 
Solución 2 

15.-Reactlvo de fenal diluido 

50 partes 
1 parte 

Disponible comercialmente como reactivo de fenal, de acuerdo 
a Folin-Clocalteau. Es aproximadamente 2N en .leido y se titula 
con NaOH y fenoftalelna como indicador, para diluirlo a 1N para 
la prueba. La dilución es cercana a 1 :2. 

16,-Sulfato de bario 
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23.-Lfquido de centelleo 

PO POP 
PPO 
Tolueno 

0.1 gr 
5.0 gr 

cbp 1000 ml 
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