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INTRODUCCIÓN. 

En el presente trabajo se realiza una recopilación de información acerca de nuevas 

estructuras celulares presentes en diferentes géneros de bacterias gram negativas. las 

cuales ··s~ .. co~oce·~ cO.:¡,á veSiculas de membrana externa (MVs), el fenómeno por el 

cual estas· ve~fcÍJIBis ·se. tOrman en la membrana externa de- laS bacterias -aun· se 

desco~oce.· ~~i~---~~~~·i~~-5~-:·han propue~t~,·v~f_i·~~ -~o-delos de formación de MVs, entre 

algunas' Ca~a'ét0~(s-~Í~s-·,-¡~·Portantes de·- ·~st~s·,~-.~~~ículas se consideran: Una fuente 

importante .p~ra·-:¡a pu~ifii:::aci~-~::~-~~'fá:a~~~--~t~:~i~~J:i~:~ .. :·~-~e componentes celulares ya que 

pu~den esÍar formad~;. por ii~op~;;;.~'d.r.r~do, ~~éitefnas periplásmicas y de membrana 

externa; fosfolfpidos, toxinas, enzimas y DNA, lo cual ya ha sido demostrado en algunos 

génerós ?e t~tácterias Gram negativas. las MVs pueden presentar diferentes actividades 

biológicas, bactericidas y proteolilicas. 

En este trabajo se agregan dos especies a la lista de bacterias que producen MVs, las 

cuales son Actinobacillus seminis y Brucella avis antes de realizar este trabajo se 

desconocfa si & seminis producía MVs y aunque §...:. avis ya se había reportado que 

produce MVs, estas solo se habían observado por microscopia electrónica de 

transmisión y no de barrido. 

Por otra parte Actinobacillus seminis y Brucella avis producen una enfermedad 

conocida como epididimítis ovina que afecta a borregos machos produciendo esterilidad 

en este trabajo se mencionan algunas características de la enfermedad, tratamiento, 

control y prevención. así como las características generales de las bacterias y 

diagnóstico. 
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Por último es este- trabajo se describe la metodología utilizada en la microscopia 

electrónica de barrido y transmisión para lograr la observación de estas estructuras 

celulares asf -como el funcionamiento de cada uno de los microscopios utilizados. 

también se realiza una comparación entre otras técnicas utilizadas por algunos autores 

en la observación de estas estructuras y algunas actividades que se han encontrado en 

estas e~tructuras en otras especies de bacterias Gram negativas. 

La importancia de estas estructuras celulares también se menciona. para el caso de 

estas dos bacterias. podrían ser importantes en la producción de vacunas, en el 

diagnóstico de la enfermedad, ubicar en que parte del tejido afecta estas bacterias y 

poder conocer si existen receptores en las células del epididimo. 

-2-
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GENERALIDADES. 

Funciones del epidfdimo. 

El epidfdimo es una parte del testículo que consta de tres partes anatómicas cabeza, 

cuerpo y cola. 

El epididimo realiza varias funciones como son: absorción esta se realiza en los 

segmentos -inicial y medio (cabeza y cuerpo}. concentra el semen absorbiendo gran 

parte del núido C'úando pasa a través del dueto epidldimal, secreción se cree que esta 

función es necésaria. para mantener la viabilidad de tos espermatozoides durante el 

almacenamiento en la cola del epididimo, maduración sirve de área de maduración 

para los espermatozoides. cuando los espermatozoides llegan a la cabeza del 

epididimo, se encuentra en un alto grado de inmadurez como lo indica la presencia de 

la gota citoplásmica en el cuello, pieza media o rabo. Al pasar a través del epididimo, 

esta gota emigra del cuello al rabo y se elimina lo cual lo convierte en un 

espermatozoide maduro este cambio moñológico representa cambios físicos y 

citoquimicos y esta asociado con la adquisición de un aumento en capacidad de 

movimiento y en la habilidad de fertilización, almacenamiento sirve de área de 

almacén para espermatozoides el cual se realiza en la cola del epididimo. transporte 

actúa como vía de transporte para los espermatozoides desde los dúctos eferentes 

hasta el dueto deferente. La acción de transporte es por movimiento del epitelio ciliar 

mantenido por las contracciones de la musculatura de la pared del dueto. (6, 7, 16, 22) 

-3-
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Epididimitis Ovina: 

La epididimitis ovina es Una inflamación del epididimo que afecta a borregos machos 

esta e~fer.me~_~d e~. infecciosa. co!"'tagiosa, progresiva de curso agudo o crónico, la 

innanlación : .. de1·,_·epid{dimo p°uede dar como resultado degeneración testicular e 

infertilidad.·· 

.. ,_:,. .-

Un ·sinónimO C~l0'. la .·epididimitis es. la orquiepididimitis infecciosa esta se produce 
. - ·-...:-<./-~ ::>::·.-.:: .. >· ~- . 

cuando _la:irlfe!cción-áJCárlZa:a .·los:·testícUIOs puáde ser. aguda o crónica. afecta las 

envolt~ra~ ~~~~~;,~,~~ l~s testrd~los y d~I epididimo, que provoca en~rosamiento y --, ,--. __ ... ··'·.· .. ; ··- . , . , •' -'-·· '··- ·,- ,_., .. -. ··. 

adherencias de·· 10;. ;..a~o~ ... s parietales, detectables clínicamente;' asi .· corrio: lesión y 

obstrucción 'dél' epididimo afectado, degeneración y atrofia del ·Í~sticulo y 

consecuente subfertilidad o esterilidad. 

El diagnóstico cllnico es sumamente inespecífico debido a la existencia de varias 

bacterias que causan epididimitis u orquiepididimitis: entre las que se encuentran 

Actinobacillus actinomycetemcomitans, Haemophilus §QQ, Corvnebacterium ovis, 

Brucella melitensis, Brucella ovis. Actinobacillus seminis, e Histophilus avis estas 

últimas dos bacterias son consideradas como parte de la microbiota permanente o 

transitoria de las mucosas del tracto reproductor. causando infecciones ascendentes 

-4-
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al epididimo y ocasionalmente al testículo y órganos sexuales accesorios. se 

desconocen los factores especificas que predisponen a estos órganos a_fcl infección, 

existen diferentes características de la epididimitis producida por & seminis y ª· avis 

(tabla 1) (4,6,7;13,16,22,27,29,31,38). 
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Sinónimos Orqu1epid1dim1t1s del borrego. Orquiepidid1m1t1s infecciosa. 

'--------"-E.,,p_1d1d1m1t1s 1nfecc1osa Brucelos1s Genital Ovina 
Hoibitat Habitantes normales de la mucosa bucal, nasal. No es nora normal. se puede encontrar en el 

Animales que 
afecta 

Slntomas 

y 

Signos 

prepucial y peneana de los ovinos machos medio ambiente. en onna, heces y flUldos 
_________ _¡_.b,,,io,.,,,IQgicos de animal~~~e-~n~f~e~•m~o,_.s,_ _____ _, 

Animales 10venes, menores de 2 anos 

Enfennedad subcllnlca: Sólo se puede 
diagnosticar por cultivos de semen y/o de onna O 
demostrando la presencia del agonlc en ambos 
fluidos. los animales no presentan slntomas 

Enfonnedad cllnlca: se puede presentar en 
forma aguda. con una intensa innamaoón del 
escroto. el cual so encuentra aumentildo de 
tamal'\o. tumefacto. caliente y doloroso El 
borrego afectado esta muy decaldo. con 
elevación de temperatura rectal. con anorexia, se 
resiste a caminar 6 lo hace con los miembros 
poslcnores muy separados O con rcngueras y 
envarado 

Animales adultos y a medida que enve1ecen 
aumentan sus pos1b1hdades de enfermar 

Enfonncdad subclinlca: Los borregos no 
presentan slntomas pero tienen serolOgfa 
pos1t1va, estos animales tienen alteraciones 
seminales. aunque no son constantes. estas 
consisten en reducoón del número y la mot1hdad 
de espermatozoides, defectos de la cola. con 
presenoa de § ovis y leucocitos 

Enfonnedad clinica: Se presenta una reacción 
mflamatona que se registra en la cola del 
ep1dfd1mo, donde se ve un edema y aparecen 
leucocitos y macrófagos. después se produce la 
obstrucción de lil luz de los duetos cp1d1d1manos 
y f1bros1s, en pocas semanas la única locahzaoón 
de los cocobac1los brucelós1cos es en el area 
genital, especialmente ep1did1mo y veslculas 

~------~- --·-·-·--·---~-- ___ -----·--- ______ ---~eminale~-ª animª-!._p~-s~~t-ª._~~!!?.!1].!l~---
Es considerada una tmlt!rrnudad vtmérea 
Los carneros se enferman montando a la misma 
oveja que montó un carnero enfermo en el mismo 

Puede ser congénita O contraerse durante la periodo de celo 
lactancia 6 del medio ambiente contaminado Monta a un carnero infectado. o cuando se 

1 

Transmisión Produada en la pubertad favorece el ascenso olfatean y resoplan 
contracornenle del agente. el cual es muy Hendas con t11eras en la trasqwlac16n O peines 
abundante en mucosas de borregos sano y contaminados con semen infectado la ingestión 
enfermo de pasturas contaminadas con placentas de fetos 

abortados ó naados vivos 
Uso de electroeyaculador en vanos carneros sin 
guardar medidas higiénicas 

··----------·----¡-PruebaS--se_rn_logiciS--:- exarTien-Cl1ntCo -del an1ma1. 
Diagnóstico Smlomatologia. cutt1vos de semen ú onna. examen bactcnolOg1co del semen 

1 

extendidos de semen. valorae1ón de cahdad 
seminal. inoculación do semen en borregos ! vtrgenes. serologla 

1 

[- --T-rata_m_ -,.c-n-to- - ·--¡ ·pen1C111na.CstrepiOrTl;cma:-ox1tetrac1chna o sulfaJTetraciciiñaS~----------
Ox1tetraochna en el agua de bebida cuando 

1

, Y 1 aparece el pnmer caso VACUNA· Una sola dosis normal de B mehtens1s 

Provenclón N viva (Vacuna Rev 1) 

r-~DlstrtbUción ----1-A~fti1i·1}~~~?::r1:-Argentma.-·-AUStfalla:--Cañad~ .. ArgerltlOa.-·Aüstraha-:-- -Br3S~-;--cañad:.~·-ChliE!. 
• Ch1lr AIP.marn¡::¡ Mé1uco Hungría N11evH FrAnc1;:1, Aleman1<'11. Hungria Mé•1CO. Nueva 

1 
Geogr.\flca. 1 Zelanda. Perú, Rusia. Afnca del Sur. Espal"la y 1 Zelanda. PerU. Rumania. Rusia. República 

los Estados Unidos de América eslovaca. Atnca del Sur, Espal"la los Estados 

1 1 1 Unidos de Amenca y Ur~guay _ 

Tabla1.Caractoristicas do la epididimitis causada por~~ y!!..:.~ 
(1.4.S.6, 13.16.22.27 ,30.34.39,41.43) 
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Actinobacillus ~· 

Generales: 

Es un cocobacllo muy pleomórfico, gram negativo, mide 1µm X 1-4 µm (ancho y 

largo respectivamente) puede agruparse en cadenas o formando empalizadas. es 

inmóvil. no forma esporas. anaerobio facultativo. tiene un metabolismo fermentativo: 

el crecimiento óptimo ocurre cuando se incuban los cultivos en una atmósfera de 

10º/o de C02 a 37ºC en medios adicionados con sangre o suero. después de 24 

horas las colonias son puntiformes. a las 48 hrs. son grandes y blancas de 1-2 mm 

de diámetró (2,4,6,23,35). 

Un. f:!studio ha demostrado que los antigenos de membrana de & seminis, contienen 

hidratos de carbono y componentes lipoproteicos. en este estudio se aisló ~ seminis 

de corderos que no presentan la enfermedad y & seminis de corderos que si 

presentan la enfermedad, la primera bacteria no contiene algunas lipoproteinas y 

carbohidratos de membrana. que pueden ser los antígenos capaces de unirse a las 

células del epidfdimo para iniciar la colonización del tejido esto hace suponer que 

puede ser un patógeno oportunista que se encuentra como flora normal y solo por 

ciertos factores desarrolla la enfermedad como son la presencia de proteasas las 

cuales son capaces de destruir el tejido permitiendo la colonización. (6). 

Antecedentes de los prinJeros aislamientos. 

En 1902 Lignieres y Spitz describieron una enfermedad parecida a la actinomicosis, en 

el ganado bovino de Argentina. designaron al germen como Actinobacillus. 
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En Nueva Zelanda Dodd y Hartley en 1955 describieron una epididimitis supurativa en 
- . ' . ·- - -·. 

carneros causada ·par un ·organisrrio _qu0 se=refiere como pleomórfico gram negativo. 

posteriormerlte en Ausfraliá~ 8ayn0s Y Simmons en 1960 aislaron un organismo similar 

a partir de::.·3;casc:;>s·d=e-.-epidid.imltis··y ~o;.,braron al agente causal como 8,. seminis. La 

infección eausada por e,. seminis t'ambién fue señalada por Uvingston y Hardy en 1964 
. . . 

en los· Estados Unidos de América, Clapp y Roberts en 1967 registraron el aislamiento 

de un organismo gram negativo no identificado de algunos de los casos anteriores. 

Ekdahl en 1968 en Nueva Zelanda señaló el aislamiento de!'!;.. seminis en lesiones 

epididimales. Watt en 1970 aisló un organismo que se asemejaba a 6... seminis a partir 

de un borrego con epididimitis crónica en Australia occidental, en México el primer caso 

de epididimitis producida por &. seminis fue a partir de animales de importación 

procedentes de Nueva Zelanda en 1982 (6,23). 

Diagnóstico. 

La epididimitis causada por A. seminis se divide en subclinica y clinica, (tabla 1) la 

enfermedad subclínica sólo se puede diagnosticar por cultivos de semen u orina. por la 

demostración de los bacilos en un extendido de semen fijado y coloreado con 

hematoxilina-eosina en estos frotis aparecen gran número de leucocitos. lo que se 

considera indicador de enfermedad subclinica. aunque no se observen los bacilos gram 

negativos. La enfermedad clinica se diagnostica por fa sintomatologia. 

fundamentalmente por palpación escrotal. y se confirma por cultivos. frotis de semen y 

orina, en el frotis de semen se observan muy pocos espermatozoides con poco vigor y 

motilidad. muchos leucocitos neutrófilos y bacilos gram negativos. 
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Las pruebas de_ diagnóstico aplicadas para la identificación de A. seminis incluyen tanto 

pruebas microbiológicas como serológicas, dentro de las pruebas microbiológicas se ha 

propuesto que bacterias pleomórficas gram negativas que son catalasa, oxidasa. 

nitrato. y decarboxilación de la ornitina positivos e indol, ureasa. fosfatasa, negativos 

deben ser consideradas como & seminis, dentro de las· pruebas serológicas se incluye 

la prueba de fijación del complemento y antic~erpos fl~uo_~escentes contra & seminis y 

además el sistema APl-ZYM ayuda a identifiear la pr~d¿cción de diferentes proteasas 

por lo que es útil para la identificaci~n.~r<?vi~Ú:>nci_i·. !Ú~>~~;;,~:~;~g·~ f!!><:iste un problema para 
. - . . "-· ·;¡;.,>·. 

la identificación de & seminis por ··pru~~ás:·.::~·~1C:i-Ob~~-¡~g-icas por que es dificil su 

aislamiento ya que al colectar la múestra otra·s bacterias como Histophilus avis, 

Pasterella film., que son parte de la microbiota normal del tracto reproductor también 

son aisladas y al momento de su cultivo se desarrollan colonias con caracteristicas 

morfológicas semejantes a las de A. seminis y en la tinción de Gram, también son muy 

semejantes. por que. estas bacterias también son pleomorficas gram negativas por lo 

que esto retarda su identificación (1,4,6,23,30,34,36). 

Una prueba rápida para la identificación de A. seminis. es a trav.és de la colección de 

una muestra de semen tratada por la tinción de Ziehl-Neelseii ·modificado (con esta 

tinción A. seminis se tiñe de color rojo). ya que es una técnica -diferencial en donde se 

muestra la resistencia de una célula teñida al ser decolorada por los ácidos, esta 

propiedad ácido-resistente se encuentra relacionada con el alto contenido de llpidos en 

la pared celular. & seminis presenta esta característica por lo que se recomienda este 

estudio cuando no se cuenta con el tiempo necesario, para realizar las técnicas 

microbiológicas. además de las pruebas serológicas que también brindan un 

diagnóstico rápido en la identificación de & seminis (4,6,23,30,34,36). 
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Se ha diseñado una nueva técnica para diferenciar & seminis por PCR en dos 

modalidades: PCR-REP {en la cual se utilizan elementos palindrómicos repetidos 

extragénicos) y PCR-ERIC {Elementos intergénicos intrabacterial), estos dos métodos 

pudieran usarse para la diferenciación de & seminis, estudios epidemiológicos y 

también para la confirmación de la identidad de & seminis (1). 

Tratamiento contra A. seniinls. 

Todos los miembros del género Actinobacillus. son sensibles a la tetraciclina y al 

cloranfenicol, se ha encontrado resistencia a clindamicina (23). 

El tratamiento de los casos subcllnicos es generalmente exitoso. se puede utilizar 

penicilina 30 Ul/Kg peso cada 12 hrs. por vla intramuscular o tetraciclinas de larga 

duración 2 mg/Kg peso cada 72 hrs. por vía intramuscular, 3 aplicaciones o sulfas 2 

mg/Kg peso cada 3 días. Se puede recurrir a la terapia oral con oxitetraciclinas a razón 

de 200 mg. por dla dados en el agua de bebida (4, 6,38). 

El tratamiento de los casos cllnicos no se justifica ya que aunque el borrego supere la 

infección queda con lesiones de tal gravedad que esta seriamente comprometida su 

fertilidad y es muy dificil que la recupere. El tratamiento podría ser efectivo si la 

enfermedad es detectada muy precozmente antes de que se produzcan lesiones graves 

de la estructura de los duetos y se instale la fibrosis consecuente que bloqueará la 

movilización de los espermatozoides (4, 6, 22,38). 
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Control y prevención. 

Es dificil controlar una infección de la que no se conoce en profundidad su 

epidemiologia y sus formas de transmisión~ como. prevención se pueden utilizar tos 

antibióticos por via oral como la ya mencionada oxitetraciclina. que permite reducir la 

prevalencia de la enfermedad. No existe una vacuna para prevenir la enfermedad. por 

lo que se recomienda separar a los animales infectados de los sanos (34,36,38). 
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Brucella avis. 

Generalidades. 

Es un cocobacilo gram negativo pequeño que mide aproximadamente 0.5-0.7 por 0.6-

1.5, µm,(ancho y largo respectivamente) normalmente se encuentran individualmente, 

rara vez en cadenas, no contiene cápsula, es inmóvil, no forma esPoras, no tiene 

nagelo, resisten decoloración con ácidos débiles (0.5 % de ácido acético). Son aerobios 

y no crecen en condiciones anaeróbias estrictas, su crecimiento óptimo ocurre cuando 

se incuban· los ·c~il.i~~~·en· una atmósfera de C02 al 10% a 37ºC; ningún ·crecimiento 

ocurre debáj~-.·de>.~~,~~·~»-.en el _medio de cultivo Ja. ovis sólo existe en forma rugosa, esta 

es Una dif~f~hci~\~~6~·;:~~~~pecto a fas demás especies del género Brucella esta fase 

rugosa ~s:·~ir~-~~~t~>~i=:~ su espectro de huésped es mas estrecho, ya que solo infecta 

carneros (2;4,s'. ;,;~.~~;30,34,36,37,43,45). 
. . :· ~ 

En los medlo~:~Ó1;~os .• C.:,mo agar brucella y Thayer - Martin modificado se desarrollan 

de 3-5 días colon~as pequef'ias, blanquecinas, redondas. convexas, rugosas y brillantes 

de 0.2-0.4 mm de diámetro. El crecimiento es pobre a menos que los medios se 

enriquezcan con sangre o suero. No hay ninguna hemólisis en sangre de bovino, ovino 

o de caballo. El crecimiento de organismos es inhibido por una dilución 1/100 000 de 

violeta de metilo pero.no por una dilución 1/25 de fucsina básica. ~avis se aglutina 

con una dilución 111000 de acriflavina y autoaglutinantes a 37ºC o 56ºC (2,4,6,7). 
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f!.:. ovis se une con las inmunoglobulinas (lgG)y otras proteinas sericas de forma 

inespecifica. esto es compatible con la hipótesis que postula que las proteinas de 

membrana externa quedan expuestas a medida que los organismos se vuelven rugosos 

(23). 

Antecedentes de los primeros aislamientos. 

Las Brucellas se descubrieron desde 1887. cuando Bruce aisló e identificó por primera 

vez la Brucella melitensis. Durante muchos af'los el género Brucella estuvo compuesto 

por tres especies: Brucella abortus. Brucella suis y Brucella melitensis, posteriormente 

Brucella canis y en la actualidad se han agregado dos especies mas en forma definitiva 

Brucella neotomae y Brucella ovis. Los estudios de carneros infectados naturalmente 

con .§..:. ovis fueron estudiados por McGowan y Devine en 1960. ellos confirman que la 

fertilidad es más baja que en los animales no infectados. En un estudio realizado por 

McGowan y Devine en 1960 en donde infectaron 29 animales naturalmente concluyeron 

que el semen era definitivamente de calidad inferior en un 25 a 50°/o de los carneros. 

Cameron en 1971. sugiere que la infección con B. ovis es un factor principal en la 

producción de aspermia, y la existencia de motilidad reducida de espermatozoides. 

incluso en los carneros sin las lesiones perceptibles: él observó que la infección con !:!:. 

avis causa anormalidades secundarias en los espermatozoides (anormalidades de cola. 

cabezas libres. cambio acrosomal y gotas citoplásmicas) y anormalidades primarias 

(cabezas anormales y cabezas de tamaño anormal). las características más 

importantes de la epididimitis producida por .ª-... avis se muestran en la tabla 1. en 

México el primer aislamiento fue a partir de animales importados de Estados Unidos en 

1979 en el Estado de Guanajuato. (6, 23, 27, 30, 34, 36, 38, 43,45). 
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Diagnóstico. 

Para el diagnóstico de carneros con epididimitis es necesaria la conjunción de varios 

procedimientos como son: 

a) Obtención de la muestra 

Las muestras más valiosas para la obtención de .§..:. ovis de los animales vivos son 

semen. hisopos vaginales, leche y suero, para el aislamiento de f!.:. ovis después de la 

necropsia. los órganos preferidos por lo que se refiere a la probabilidad de aislamiento 

son el epididimo, vesiculas seminales, y nodos de linfa inguinal en tos carneros. y el 

útero, los nodos de la linfa illacos y supra-mamarios en las ovejas (4, 6, 13, 16, 22,30). 

b) Obtención de antlqenos 

Cuando se colocan las células de Brucella en solución salina agregando calor se 

obtienen antlgenos o un extracto de antlgenos solubles (el método de extracción de 

antigeno HS). cuyo componente mayor precipita con suero cuando este contiene 

anticuerpos contra !!. avis, por esta razón. los extractos de HS han sido llamados 

antlgeno especifico. La caracterización qulmica del extracto HS de ª· avis ha mostrado 

que es rico en lipopolisacárido rugoso (R-LPS) y proteínas del grupo 3 de la membrana 

externa. asi los extractos de HS contienen determinantes antigénicos de LPS especifico 

para ª· avis. Debido a su solubilidad en agua y al volumen alto de epitopes de 

supeñicie celulares del extracto HS es el mejor antlgeno usado ampliamente para el 

diagnóstico serológico deª· avis (6, 13, 14, 28,44). 

La confirmación por el laboratorio puede ser basada en métodos directos e indirectos: 
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e) Diagnóstico Directo: Es hecho por medio del aislamiento bacteriológico de ]2. ovis 

del semen o tejidos de carneros, o tas descargas vaginales y leches de ovejas, en 

medios de cultivo selectivos adecuados. como Agar Brucella, -ª· avis puede identificarse 

correctamente a partir de los aislamientos por sus caracteristicas de crecimiento, 

observación directa que usa la luz oblicuamente reflejada, Unción de Gram en la cual ]2. 

avis es (-), catalasa (+), oxidasa (-), ureasa (-) y prueba de aglutinación de acriflavina 

(+). Sin embargo, la identificación definitiva debe llevarse a cabo por los laboratorios de 

referencia con experiencia en su identificación. Recientemente. el método que se usa 

es la electroforesis en gel de campo pulsante, con éste método es posible diferenciar a 

J2. avis de otras especies de Brucella (6, 13,23). 

d) Diagnóstico Indirecto: Es basado en las pruebas serológicas como lnmunodifusión 

en agar (AGIO), la prueba de fijación del complemento (CF), ensayo inmunoabsorbente 

ligado a enzima (ELISA), usando antigenos solubles obtenidos de la superficie de !'L 

avis, se están probando algunos ELISAS que usan proteinas recombinantes. y 

anticuerpos monoclonales. Se prefiere para el diagnóstico rutinario realiZ:ar las pruebas 

serológicas debido a que se puede obtener un resultado rápido a diferencia del 

diagnóstico bacteriológico, que requiere de varios días debido al aislamiento de la 

bacteria ya queª· avis crece muy lentamente (4, 5, 6, 13, 16, 27, 30,43). 

Tratarniento contra B. avis 

La recomendación universal es no tratar los carneros con lesiones clinicas. ya que las 

lesiones son irreversibles y de tal gravedad que el bloqueo de los duetos y la fibrosis no 
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se puede elimi_na~. au_ñqu~_ sea~ elimi_n.ados los gérmenes. Los portadores subclfnicos 

pueden eliminar la irlfección - por medio del tratamiento con tetraciclinas de larga 

acción:10 mg/Kg de peso cada -72 hrs~.por 3 a 5 aplicaciones vfa intramuscular, o 

estreptomicina 30 a 40 mg/Kg de peso cada 12 hrs. por vla intramuscular durante 7 

días. las que se pueden usar solas ó combinadas (4,6,13,16). 

Control y prevención 

Separación de los machos jóvenes de~ loS adultos· y apareamiento de las hembras solo 

con estos últimos, vacunación y/_o .. re·~;l¡~~c!~'~;d~ ~::¿~~~~.: ~~:~cilógi~~· y s~cdficio de los 

positivos, la vacunación es la m·ejOJ-:.eS-trat~~,ia- Cl.landÓ-lé(IÍlcide'n.cia ·es· el0vada, pruebas 
;,,:,_.., c<l:,,·'' ';:-,-, --

serológicas y sacrificio cuando·1a SitU"áCiÓri'~e·s·cróriiC3· (s:·:-28:29>>:-;: . 
. .. _,_ '"-;~;-:·. ~-:::'t'.:'i -r.-~-'- -. _r¡;~~?,::«;<:·;:~,--:::· .... _. .. .. 

La vacunación probablementei:es·;cel .•,medlo:,más;:barato: y .:práctico para prevenir la 
·._-'1 - .':.'::·· ?P". . .. · . ~·:,,-·1""·;;» ... - . - -',·., 

infección porª· ovis: en .. , 1as-,-á·reas-,-Confuna"',·a1ta:;iríCi~0nci"a";de·t~irí
1

fecCi6n. Los requisitos 

para las vacuna;··y~-dj"'~~~~ti~;;~rbi~1~~~dd·;~;;,;~;';:;t,i.;n¡,r', f::~mv6s jóvenes para la 

producción de ~anu~~,nos ;; ·;,;,, ~~~?:3;;-.,¡~~Aci'0 1~¡.;,;}:;;áéuna" de .. 1os laboratorios 

internacionalrlu=~nt~ r~~~noci~OS~·~,~a·raja,'~i~~~~~~6Íl:·d~:·1a· ~-~i~cCión __ por ji. avis una sola 

dosis normaLde · 109 .:;nid"de;,¡: iC.ri'..í;;;ci<:,iás'cte;: c-;,1o'hi~s', de ª·: melitensls viva (Vacuna 
::_,,,s._. ':ii;:.'.-:..:_:-:_,·:._.s,_' .. 'º--~~----~---=-;: . ----'--º 

Rev1). probablemente es l_a _vacu11a:,di_sp_o_nib_i.;,_-~ara 1a·:·pr_ofilaxis de ª· avis, esta se 

puede administrar de dos fo~m;s h_ipc;;:i:~~~i·ca+~nte (¡.n un volumen de 1 mi) o 

conjuntivalmente (en . un v~lumen d;,, 25~30 ~1)'. Puede usarse eficazmente en los 
-·, ... •; ' 

carneros. Esta cep~ de-la.v~c;::;µ~:~,;,d0be.encc:>n-tra~se dentro de las normas de calidad 

mínimas de concentración adecuada; ausencia de disociación y virulencia residual 

adecuada e inmunogenicidad (13,_._27,43),. 
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VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA EN BACTERIAS GRAM NEGATIVAS. 

Las vesfculas. son pequeñas esferas cerradas que derivan de la membrana externa 

por fragmentación seguida de cierre, probablemente son el resultado de la expulsión de 

la membrana celular, sus sinónimos son: vesiculas alternativas, microvesiculas, 

vesiculas, vesfculas de la membrana, vesfculas de membrana externa (MVs) o 

vesiculas extracelulares, se ha estudiado extensamente su composición quimica. 

propiedades biológicas, y moñologia por microscopía electrónica, diferentes géneros de 

bacterias gram negativas producen tanto in vitro como in vivo vestculas de membrana 

externa (MVs) lo cual es un fenómeno normal, durante su formación las MVs encierran 

varios componentes del periplasma celular. pueden contener lipopolisacárido, proteínas 

periplásmicas y de membrana externa, fosfolipidos, toxinas. enzimas • fosfolipidos. 

DNA. factores de virulencia y componentes de pared celular, como el lipopolisacárido 

(LPS). Por lo tanto, las veslculas mantienen una fuente excelente de purificación 

subsecuente y caracterización de moléculas biológicamente activas (11. 24, 20, 32. 40, 

42, 46). 

Estas estructuras, tienen un tamaño de 20 a 500 nm. pueden unirse a la membrana 

celular o soltarse de la misma. las MVs se han encontrado en diferentes géneros, como 

Bacteroides. Pseudomonas. Actinobacillus, Escherichia, Haemophilus. Neisseria, y 

Brucella; recientemente. estos últimos estudios han mostrado que las vesículas pueden 

soltarse de las bacterias al ambiente. Esto se ha informado en varios géneros 

incluyendo Bacteroides y Actinobacillus (32)(46)(20) (8,9,29). 
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Mientras el papel de las MVs en la patogénesis es incierto, los datos indican que estas 

estructuras pueden funcionar como factores de virulencia. Su tamaño pequeño podría 

permitirles fácilmente cruzar barreras del epitelio que son por otra parte impermeable a 

las células enteras. Las MVs también podrían servir como un vehiculo para las toxinas y 

enzimas proteoliticas y podrían servir para entender la capacidad de las células 

bacterianas de obtener los nutrientes. Las MVs también pueden degradar los 

anticuerpos y así impedir la defensa inmune antibacteriana especifica. 

Porque estas estructuras se concentran y se purifican fácilmente, ellas pueden ser 

usadas para aislar moléculas especificas o ligadas que son parte de ellos, o para 

estudiar actividades biológicas asociadas con la membrana externa. Finalmente, es 

razonable pensar que estas estructuras pudieran usarse como un sistema para la 

entrega de sustancias como: drogas, antibióticos. u otros compuestos a células blanco 

en donde se produce la lesión. Es importante entender por qué y cuando se forman las 

vesículas y si las regiones especificas de la membrana externa son más susceptibles 

que otras (26,29). 

Hasta el momento se desconoce si l!!!- seminis produce vesiculas de ahí la importancia 

de la realización de este trabajo: con lo cual se pretende obtener las primeras 

fotografías de las vesículas de l!!!- seminis utilizando la microscopia electrónica de 

barrido y transmisión: por otra parte aunque ya se ha reportado que !;!. ~ produce 

vesículas. estas solo se han observado por microscopia electrónica de transmisión y no 

de barrido. 

Formación de ves/cu/as de membrana extema. (MVs) 

Existen varias teorías por las cuales las MVs de bacterias gram-negativas pueden 

formarse: 
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1.-Fung en 19.78 m.'!str_ó q~é-_lo~ r:nuta_ntes con defectos en la lipoproteina mureina 

exhiben invaginació.n · deformandO':: la membrana externa ·durante '.la división celular. 

produciendo asl ~MV~ ~randas (1 o). 

2.-Wensink y ,Witholt' en 1981. postularon que la membrana externa crece más 

rápidamente que la· capa de peptido9lucano, el exceso del materi.al de la membrana 

externa (respecto a la capa de peptido9lucano) da lugar a una protuberancia pequeña 

en la membrana externa. si esta p~otuberancia continúa creciendo da lugar a una MVs 

atada por sólo una cuerda de membrana externa (10). 

3.- Rosenthal ·y Dziarski en 1994 proponen que es el resultado de la slntesis de 

peptidoglucan~ que causa una abultación en la membrana externa, la membrana se 

pandea y finalmente forma la MVs (32,46). 

4.-Zhou Leah:·erí.c199S·menciona que .• el movimiento.mecánico provoca que las MVs 

sean soltad~~,~~i ·~~~¡¡~::~e:6:L:iuvri./t:i!~· conocido q'u~. f~·s i~rturbacio·n~s"~ri'-'~I ~Íecimiento 
o en la irl-t~~f~~~~-) de: 1-a:;º~·ri,~mb~Bna'· eX·~~;na··:r~f~~~~·~·;,.~~~:.c~fót~a·~¡-~~ '-~·pº_f-'· ejemplo. 

antibióticos· o~/_faltá:: de nutrientes puede estimui~~; '~~st~~-~f~·:;;;~-;;Vó~-~-" f~s:>ar~~. por 
- --,-e _·-,.,,,-.--.:::-¿. :'('.~:;_,;~...,.:. _.., 

consiguiente: ú'fl _ ~esequilibrio en la transición y c~ecirTiié'rltO;:aü~·~,Ót~n-dC; ·la .
0

prodUcción 
' ' . . . - ,., - .... ·'~y·,1·~:;.,;: :,-;.;¿/.· .. ' : 

de MVs diferentes antibióticos, como por ejemplo;··., la '.'Cgentamicin.á) estimula la 

producción ·de MVs en Pseudomonas aeruqino~3/~.~~~-t~:.~,:~:t?~~l~~¡~·-~-_-:p--,.~duce MVs 
·~ .. _ '.·. __ , ,.'_,' - -~-- ' . " .- ... , -. 

naturalmente, pero al agregar al medio gentamiciii~.se obs_erYS:_.una~·alta .. Producción de 

MVs, las cuales son más grandes (19), En la. figura_ 2:·se muestra la formación de 

vesículas naturales e inducidas con gentamicina. 
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Figura 1. Represenhlción de eventos nece-rlos -r• la formación de MVs en 

Pseudomonas aeruginosa (20). 
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En la figura 1 se muestran las diferentes etapas necesarias para la formación de MVs. 

en el apartado A se esquematiza_ como se encuentra la membrana externa antes de 

que la vesiculación comience. _el_ apartado B muestra el tipo más simple de la formación 

de MVs naturales más ·.f~E!C::~e_nte: -~sta MVs es comparativamente más pequeña, 

involucra sólo la exfoliación de la membrana externa. y atrapa sólo periplasma y sus 

componentes. el apartado C es una extrapolación del anterior además del atrapamiento 

del periplasma y sus componentes también se atrapa ADN que ha emigrado del 

citoplasma al periplasma lo cual es otra posibilidad para las MVs naturales, el apartado 

D muestras la producción de MVs al utilizar gentamicina (g-MVs), este antibiótico es un 

aminoglucósido el cual actúa sobre la sfntesis proteica de .e_. aeruqinosa, para que este 

aminoglucósido pueda efectuar su mecanismo de acción necesita primero 

desestabilizar la membrana externa y asi penetrar a la célula para producir su muerte. 

primero el antibiótico desestabiliza la membrana ya que tiene propiedades catiónicas 

por lo que compite y cambia de sitio al Mg2
+ y Ca2 + presente en la membrana externa 

de la bacteria. "con esto se propone que gentamicina produce un mayor número de 

veslculas y con mayor tamaño debido a que existe una interacción carga - carga 

pe~~eñ~.- ~~.__,_r~p~lsión electrostática puede producir una gran curvatura en la membrana 

externa·oformando la g-MVs la cual estaría formada tanto por membrana externa y 

citoplasmátiea asl como por constituyentes intracelulares (15,26). 

Se hari·. d~~cubie~o. autolisinas en n-MVs (naturales) y g-MVs (estimuladas con 
-.. -. ---.-- .-,. 

gen'tamic;ina')~ est~.s autolisinas juegan papeles fisiológicos importantes en las bacterias 

como en el _crecimiento y división celular, producción de la pared celular, formación de 
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septos y hendiduras. funcionan como moléculas importantes que determinan 

crecimiento o lisis celular (15.26). es presunto que la unión intima normal entre la 

membrana externa y peptidoglucano requiera una hidrólisis de la capa de 

peptidoglucano la cual es producida por autolisinas inmediatamente debajo de la MVs 

durante la vesiculación. Existe una ruptura del peptidoglucano durante el desarrollo de 

la n-MVs la cual se localiza y cierra. cuando la gentamicina desestabiliza la membrana 

produce la activación de autolisinas por la presencia de Mg2
• y Ca2

• intracelular. estas 

autolisinas pueden responder directamente a una hidrólisis localizada para liberar la 

vesicula cortando sus extremos que la unen a la membrana externa y al mismo tiempo 

se produce el cierre en la bacteria para impedir que la célula se lise. por to tanto. la 

gentamicina desestabiliza la membrana externa, para que el peñplasma y citoplasma 

puedan entrar en las MVs (19)(32)(20) (26). 

Métodos de aislamiento de MVs. 

Se han usado diferentes métodos para el aislamiento de MVs a partir del sobrenadante 

del medio de cultivo, como la precipitación con sulfato de amonio, centrifugación con 

sacarosa. ultracentrifugación y ultrafiltración (9)(46)(8)(21,25,29). 

Composición de MVs. 

Las MVs son parte de la membrana externa que se dividen de las células bacterianas 

que las generan por lo tanto es lógico que estas estructuras sean idénticas a la 

composición bacteriana. 
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Se ha encontrado que las vesiculas pueden contener polipéptidos que pueden provenir de: 

proteínas que son parte de las células que se concentran en el proceso de fonnación de 

veslculas, proteínas que están en el interior de la célula pueden ser envueltas, cuando 

brota la vesicula y protefnas que son el resultado de la acción de las proteasas 

(9)(29.25,38). 

Muchos factores de virulencia de E- aeruginosa son componentes de superficie celular, 

como el lipopolisacárido (LPS) y alginata, o productos extracelulares, como proteasa 

alcalina, elastasa, exotóxina UN. DNasa. y LPS, varias enzimas, como la fosfolipasa 

C, proteasas, hemolisina, y fosfatasa alcalina, estos componentes celulares se han 

aislado de las vesiculas (21 ). 

Actividades biológicas de MVs. 

Para producir la enfermedad. los microorganismos deben resistirse el sistema de 

defensa del organismo así como el acceso al órgano, colonización, y daño de los 

tejidos. Cada microorganismo contiene en su superficie varios factores de virulencia 

que determinan su patogenicidad, así se tiene que componentes de la pared celular 

bacteriana y MVs. pueden contribuir al proceso de patogenicidad. de hecho desde que 

las MVs atrapan componentes celulares, deben ser consideradas como un factor de 

virulencia importante. Substancias que son biológicamente activas son concentradas en 

el interior y superficie de las MVs por lo cual pueden alcanzar áreas inaccesibles más 

fácilmente de lo que lo haría la célula bacteriana y por lo tanto difundir a través de las 

barreras anatómicas produciendo una respuesta inmunológica, semejante o igual a la 

bacteria completa y generar la enfermedad (29). 
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Los efectos adversos en pacientes que se encuentran en terapia de antibióticos tiene 

como resultado la liberación de componentes bacterianos lo cual es de gran 

preocupación a lo largo de esta situación, varios antibióticos pueden afectar la 

superficie bacteriana. sobre todo por la liberación. de endotoxinas y componentes de la 

pared celular de bacterias gram negativas e incrementar la producción de MVs en 

bacterias que las producen las cuales pueden actuar engañando al sistema inmune, el 

sistema inmune ataca a estas vesiculas mientras que la bacteria coloniza al organismo. 

Estos componentes parecen ser un inductor poderoso de inflamación durante la 

infección (21, 44). 

Se conoce bien que el efecto bactericida del suero humano es de suma importancia en 

la defensa del organismo contra las infecciones bacterianas. La resistencia al suero 

humano puede ser conferida por los componentes de superficie celular como el 

lipopolisacárido. los polisacáridos capsulares, cromosomas y plasmidos que detenninan 

las proteinas de la membrana externa y estar presente en las vesiculas (21,29). 

Las vesículas inhiben completamente la actividad bactericida del suero (in vitre) cuando 

se usa una concentración de 0.3 mg/ml de vesículas. sin embargo hirviendo estas 

vesiculas se previene esta inhibición; por otra parte a una alta concentración de 

vesfculas hervidas también inhiben la actividad bactericida del suero. por lo tanto las 

vesículas contienen factores lábiles como estables al calor (15). 
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Actividad bactericida de MVs • 

Bacterias gram positivas y gram negativas poseen varios tipos de hidrolasas de 

mureina endógenas que se pegan covalentemente al peptidoglucano de la pared 

celular. La mayoría de estas enzimas son autolisinas, estas actúan sobre el 

peptidoglucano hidrolizándolo. el resultado de esta hidrólisis es la avería de la 

integridad celular. las autolisinas pueden encontrarse ligadas al citoplasma, membrana 

citoplasmática, periplasma y peptidoglucano (15, 20,29). 

Las n-MVs, por bacterias gram negativas como <Citrobacter. Enterobacter, Escherichia, 

Pseudomona, Klebsiella. Morganella Proteus, Salmonella, y Shigella ), lisan muchas 

bacterias gram positivas (incluso Mycobacterium) y cultivos de bacterias gram 

negativas. se sugiriere que las MVs contienen autolisinas (15,20),las bacterias 

sensibles a MVs tienen quimiotipos de peptidoglucano A1a. A4a, A1y , A2a, y A4y , 

mientras que las bacterias que no sori afectadas por la lisis de vesiculas contienen 

quimiotipos A3a, A3J3, A3y, A4J3, B1a. y B1J3, para que la lisis celular pueda ocurrir las 

bacterias deben de contener peptidoglucano quimicamente diferente ya que bacterias 

con un peptidoglucano similar no hay digestión de pared celular y por lo tanto no existe 

lisis (20,26). 

En bacterias gram positivas, las MVs se atan a la superficie de la pared celular dónde 

rompen abiertamente, mientras liberan hidrolasas de peptidoglucano para digerir el 

peptidoglucano subyacente de la pared. la lisis sucede en el sitio de la digestión las 

MVs lisan bacterias gram negativas por un mecanismo diferente. Aquí. la membrana de 

MVs funde en la membrana externa de la bacteria y asl. introduce en el periplasma 

luminal volúmenes que (contienen la hidrolasa de peptidoglucano). 
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Una vez en el periplasma. la hidrolasa difunde alrededor del saco de ácido murámico y 

puede digerir en'vai-ios sitios diferentes, mientras causa la lisis en múltiples sitios (26) 

(29). 

Es posible que otras enzimas hidroliticas se encuentren en MVs para realizar la lisis de 

bacterias. Por ejemplo. proteasas. lipasas. o fosfolipasa C podrian afectar directamente 

la membrana plasmática de bacterias susceptibles o podrian digerir los polfmeros 

secundarios esenciales en la pared celular (9, 15, 19, 20, 21,26). 

Actividad proteolítica de MVs. 

Smith en 1977 sugiere que la presencia de enzimas proteollticas en la superficie celular 

bacteriana podria ser potencialmente importante en la nutrición bacteriana asi como en 

el proceso de patogenicidad. enzimas proteoliticas localizadas en la superficie de las 

vesiculas facilitan la digestión por ruptura de moléculas complejas originando 

fragmentos pequeños empleados en la nutrición de la bacteria (9, 12, 29,38). 
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OBJETIVO GENERAL: 

Determinar la presencia de vesiculas de Actinobaci!lus seminis y Brucel!a avis 

mediante microscopia electrónica de barrido y transmisión. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

1.-0bservar las características morfologias de las vesículas de & seminis y .§... avis 

por medio de microscopia electrónica de barrido y transmisión. 

2.-0bservar la morfologia del cuerpo bacteriano que presenta & seminis y J;;L avis al 

desarrollar las vesfculas. 

3.-.-Establecer tiempo de adsorción de las bacterias en la rejilla (porta muestra del 

TEM) y tiempo de tinción negativa con ácido fosfotúngstico. para obtener el tiempo 

optimo de Unción negativa para cada bacteria, en la observación de la presencia de 

vesículas por microscopia electrónica de transmisión, (TEM). 

4.-0btener el pH óptimo empleando diferentes valores de pH's en la solución 

colorante de ácido fosfotúngstico, para la observación de las bacterias y determinar si 

presentan vesículas & seminis y .§.. ovis por medio de la Unción negativa para 

microscopia electrónica de transmisión. 
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MATERIAL Y METODOS 

Material Biológico: 

Cepa de referencia Actinobacillus seminis ATCC 15768 

Cepa de referencia Brucella avis REO 198 

Agares: 

Agar Brucella (Sigma B 4534) 

Agar Sangre (Sigma B 6534) 

Caldo BHI ( Brain Heart lnfusion) (Sigma B 7403) 

Reactivos: 

Glutaraldehido al 25% (sigma G5882) 

Etanol (sigma 31,297-5) 

Cinta de carbono cemento conductivo (CCC) 

Membrana plástica Formvar 

Ácido fosfotúngstico (sigma P4006) 

Particulas látex (sigma L 1398) 

Aparatos e Instrumentos 

Filtro para volúmenes pequenos (sigma F751 O) 

Secador de punto critico (TOUSiMIS SAMDRl-780A) 

lonizador (FINE COAT JEOL ION SPUTTER JFC-1100) 

Microscopio Electrónico de Barrido (SEM JSM-2SS 11) 

Microscopio Electrónico de Transmisión (TEM JEM-1 OOS) 
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o 
CALDO BHI 
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1 

METODOLOG/A PARA MICROSCOPÍA DE BARRIDO 

CULTIVOS DE BACTERIAS 

Sembrar en caldo BHI 

Tomar 1 mi de caldo y fijar con 
glutaraldehido 

1 
Filtrar en papel de nitrocelulosa 0.22 µm 

/ 
J o 

l 

o 
CALl>OIJlll 

Colocar los filtros en 
caja petri con 
glutaraldehido al 25% 

Llevar a secado (punto critico). 
colocar en un porta muestras para 
(MEB) y ionizar con oro. 

Deshidratar los filtros en alcoholes 
desde el 10º/o hasta el absoluto. 

~ / 
Observar en microscopio de 
barrido SEM JSM-2SS 11 a 
10.000. 15.000 y 20.000 
aumentos. 

Figura. 2 Metodología empleada en la microscopia electrónica de 
barrido. 
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Microscopia Electrónica de Barrido (MEB). 

Tratamiento de bacterias: 

Para la obtención de fotografías por microscopia electrónica de barrido. se muestra un 

diagrama de flujo en la figura 2, en este procedimiento se utilizaron cepas de A,. seminis 

ATCC 15768 y ª-· avis, REO 198 se sembraron en Agar sangre y Agar brucella 

respectivamente, ambas se incubaron en una atmósfera de C02 al 10°/o a 37ºC, 

después de 3 dias de incubación se observó el crecimiento en los medios de cultivo con 

la moñologia colonial caracteristica de cada bacteria, de estos crecimientos bacterianos 

se tomaron asadas de bacterias para inocular un tubo de caldo BHI para cada cepa 

bacteriana (a cada tubo se le inoculó con 2 asadas de bacterias), éstos se incubaron en 

una atmósfera de C02 a 37ºC, los tubos inoculados se dejaron incubar por 48 horas. 

pasado este tiempo se homogenizaron los caldos de cultivo por inversión y se tomó 1 

mi de caldo de cada tubo. agregándolo en tubos de ensaye 13x100 de rosca estériles, 

después se les agregó a cada uno 1 mi de glutaraldehido al 25% (sigma G5882) y se 

les dejó reposar por 24 hrs .• pasado este tiempo se filtraron las bacterias en papel de 

nitrocelulosa 0.22 µm. utilizando un filtro para volúmenes pequeños (sigma F7510). una 

vez que las bacterias estaban contenidas en el papel, se colocaron en una caja petri la 

cual contenía glutaraldehido al 25% (sigma G5862), dejándose reposar por 1 hr. esto 

con el objetivo de fijar las células y permitir que cese la actividad biológica de la célula. 

asi como preservar la estructura celular. mantener la integridad de la superficie y evitar 

cambios autoliticos, debido a que hay remoción del organismo presentándose cambios 

de temperatura, pH, concentración de oxigeno y nutrientes (3). 
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Deshidratación: 

Al trabajar en un microscopio electrónico de barrido una de las caracterfsticas 

importantes de la muestra es que esta. se encuentre libre de agua. para remover agua 

de las bacterias contenidas en las membranas de nitrocelulosa, se utilizaron soluciones 

de etanol (sigma 31,297-5) a diferentes porcentajes, que iban desde etanol al 10% 

hasta llegar al etanol absoluto, cada membrana se dejó por 10 min. en cada solución de 

etanol a diferentes porcentajes, y se procede al secado a punto critico inmediatamente 

(3,36). 

Secado a punto critico: 

En esta técnica se utiliza C02 liquido y gaseoso, para realizar la remoción total del agua 

de la muestra. el aparato se basa en que el C02 a temperatura baja es liquido y a 

temperatura alta es gaseoso. Cuando la muestra sale deshidratada por el etanol. se 

coloca en el secador de punto critico (TOUSIMIS SAMDRl-780A), ahi, la muestra se 

purga con C02 liquido hasta que el etanol haya sido reemplazado. posteriormente se 

sella la cámara y se calienta hasta que la temperatura llegue a 31ºC. de esta fonna el 

C02 liquido se evapora y la muestra queda totalmente seca (3,33). 

Montaje de la muestra: 

Una vez que la muestra ha sido deshidratada totalmente y secado a punto critico. ésta 

se monta en un porta muestra. para esto primero al porta muestra se le pone una cinta 

de carbono cemento conductivo (CCC). con el fin de asegurar la muestra y permitir la 

colocación en el ionizador de oro. 
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Recubrlnriento con oro: 

El objetivo del baño con oro es que la muestra se vuelva conductora de corriente 

eléctrica y se proteja del haz de electrones esta capa de oro debe de ser 

suficientemente grueso como para que produzca electrones secundarios suficientes 

que permitan ver con buena resolución la muestra y lo suficientemente delgado para 

que no enmascare o tape las caracteristicas superficiales de interés (33,36). 

Este procedimiento se realizó con un ionizador (FINE COAT JEOL ION SPUTTER JFC-

1100). Se coloca la muestra en la cámara, se selló y se programó el tiempo de 

recubrimiento en el cual el oro cae uniformemente y se obtiene una capa de 50 Aº de 

grosor (el tiempo utilizado fue de 5 min.). se hace vacio y automáticamente el timer se 

enciende y la muestra se recubre totalmente según el tiempo programado, cuando el 

tiempo ha finalizado, lentamente empieza a ingresar aire a la cámara y de esta forma, la 

muestra está lista para colocarla y observarla en el MEB (SEM JSM-2SS 11) ( figura3). 

AITnacenamiento: 

El porta muestra con la muestra recubierta se debe evitar contaminar con grasa o 

polvo, para almacenar las muestras se utiliza una cámara libre de humedad para 

mantener la muestra totalmente seca para posterior observación (3). 
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Figura3.-Constitución del microscopio electrónico de barrido (17). 
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Funcionamiento del microscopio electrónico de barrido (MEB). 

La muestra es colocada en un pequeño espacio, al cual se le hace vacío después de 

cerrada Ja puerta. La puerta tiene tres palancas que el operador usa para: subir y bajar 

la muestra, rotar la muestra y acercarla o alejarla. Un haz delgado de electrones. es 

producido en la parte superior del microscopio por medio del calentamiento de un 

filamento metálico (10-30 KV), el rayo de electrones primarios sigue un recorrido a 

través de la columna de vacio del microscopio, con el propósito de evitar la dispersión 

de los electrones. El trayecto del haz de electrones es enseguida modificado par un 

conjunto de bobinas deflectoras que lo hacen recorrer la muestra punto por punto y a lo 

largo de lineas paralelas (barrido). y a su vez atraviesa las lentes condensadoras o 

electromagnéticas que le permiten ser reenfocado o centrado hacia la muestra. 

Posteriormente. el diámetro del haz de electrones puede ser modificado al pasar por las 

lentes objetivas que controlan la cantidad de electrones dentro de este: cuando los 

electrones primarios golpean la muestra, son emitidos electrones secundarios por el 

propio espécimen. estos electrones secundarios son atraidos por un colector donde se 

aceleran y se dirigen al escintilador, donde la energla cinética es convertida en puntos 

de mayor o de menor luminosidad, es decir, en luz visible. Esta luz es dirigida a un 

amplificador donde se convierte en señal eléctrica, la cual pasa a una pantalla de 

observación donde la imagen es formada linea por linea y punto por punto. Los 

circuitos que dirigen las bobinas de barrido (que obligan al haz a barrer la muestra), son 

las mismas que dirigen fa parte de colección de electrones y que producirán la imagen. 

-34 -

TESIS CON 
FALLA DE OEIGEN 



Una vez que la imagen está en la pantalla esta se fotografia. gracias a que este equipo 

posee una cámara fotográfica integrada. Se tomaron fotograflas de cada cepa 

bacteriana a diferentes aumentos como: 10.000, 15.000 y 20.000, aumentos, para la 

obtención de las medidas de las bacterias y vesículas el MEB nos coloca una banda 

dependiendo de la magnificación a la que se este trabajando (3, 17, 33,36) (tabla 2). 

MAGNIFICACIÓN 

10X-70X 

100X-700X 

1OOOX-7000X 

1 OOOOx-70000 

100000x 

MARCA DE MICRAS LONGITUD (µm) 

1000 

100 

10 

0.1 

Tabla. 2 Lineas para obtener el tamaño de la particula que se este observando eo 

el MEB (33). 
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Resolución del equipo: 

El Microscopio electrónico de barrido tiene una resolución de 10 nm y una profundidad 

de foco de 10 nm, mucho menor que el microscopio electrónico de transmisión. La 

ventaja del MEB es que proporciona imágenes tridimensionales, ya que éste 

específicamente examina la superficie de las estructuras (36). 

A. METODOLOGÍA PARA MICROSCOPIA DE 
TRANSMISIÓN. 

CULTIVOS DE BACTERIAS 

REALIZAR LAVADOS CON AGUA DESIONIZADA ÉSTERIL. 
AGREGAR EL SOBRENADANTE A UN TUBO ÉSTERIL. 

FIJAR LAS SUSPENSIONES 
CON GLUTARALDEHIDO AL 
25°/o 

Suspensión de A- serninis Suspensión de 11- ovis 

Figura. 4A metodología empleada en la microscopia electrónica de barrido. para 
la obtención de suspensiones bacterianas de_A. seminis y ft. ovis. 
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B. MONTAJE DE LA SUSPENSIÓN DE BACTERIAS EN LAS 
REJILLAS PORTAMUESTRA 

Suspensión de 8- seminis o .§.. avis 

El tiempo de adsorción de las 
suspensiones bacterianas se 
realizó a diferentes tiempos. 

Rejilla porta muestra 

Para el tiempo de Unción 
con ácido fosfotúngstico se 
probaron diferentes 
tiempos y pH"s paraª-· QJlili 

,a.~m'"'°· ¡ 
Rejilla porta muestra 

Por último la rejilla se enjuaga con agua destilada por 
1 min. 

Observarla en el microscopio de 
transmisión. TEM JEM-1005 a 

8.000.1 º·ººº· 15.000. 20.000. 25.000. 
30.000 y 40.000 aumentos y fotografiar. 

Dejar secar la rejilla a temperatura 
......,__ ambiente. 

Figura. 48 Metodología para la microscopia electrónica de barrido. 
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Microscopia Electrónica de Transmisión (TEM). 

Tratamiento de bacterias: 

Las cepas de e,. seminis ATCC 15768 y ª-· avis, REO 198, se sembraron en Agar 

sangre y Agar brucella respectivamente. ambas se incubaron en una atmósfera de C02 

al 10º/o a 37ºC. después de 3 dias de incubación se observó el crecimiento en los 

medios de cultivo con la morfología colonial caracteristica de cada bacteria, a estos 

crecimientos bacterianos se les realizó un lavado con agua desionizada estéril, del 

sobrenadante obtenido de este lavado se tomó 1 mi, agregándolo en tubos de ensaye 

13x100 de rosca estériles, después se les agregó a cada uno 1 mi de glutaraldehfdo al 

25% (sigma G5882). Esto con el objetivo de fijar las células y permitir que cese la 

actividad biológica de la célula, así como preservar la estructura celular (3). Mantener la 

integridad de la superficie y evitar cambios autoliticos, debido a que al haber remoción 

del organismo se presentan cambios en temperatura. pH. concentración de oxigeno y 

nutrientes (figura 4A). 

Preparación de muestra: 

Una vez que ambas bacterias se encuentran fijas y en solución, (figura 48) se procede 

a montarlas en una rejilla porta muestras especial para el microscopio electrónico de 

transmisión TEM JEM-1005. la cual es de cobre y esta recubierta con una membrana 

plástica Formvar o Parladión. estas membranas ofrecen un buen soporte estable para 

la muestra y además son transparentes a los electrones emitidos por el TEM (33,36). 
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Adsorción de muestra: 

Primero se colocó una gota de las suspensiones de las bacterias en un trozo de papel 

parafilm. a esta gota se le colocó encima la rejilla para que adsorbiera la muestra. para 
-'. ·: .· -

realizar la adsorción se probaron diferentes tiempos. debido a qúe:"se·.-presentó el 
·-·~ ... .. : : ._.: ;- . .: .. -.·_ ·:····. 

problema de que si se dejaba mucho tiempo la rejilla se saturaba de bacterias·y:."n<;>·se_ 
",-,~<-' ·_ '· 

podia observar con claridad las caracteristicas de cada unay;po.r'ot~o~1;:o'd():si,,~al~aba 

tiempo de adsorción no habia muchas células que observar y- _no>~-~.--te·nfa::u·r;~·~n,-~~tra 
·:-:-.·'\: .. ;:/:·J._'_'.-.!;:.:: ... ,·.- ."·:_; .. 

representativa para conocer si se producian las vesiculas ·o nO!~los:'diferentes tiemPos 
!,~-" :·,,-.. -

probados para cada bacteria fueron de 1, 5, 10. 15, 20, 25'y-30'min::_éon io:cúal se 

obtuvo el tiempo de adsorción para cada bacteria encontrand~·,:~~~:p~~~.:.'A. semi~i~ el 

tiempo optimo de adsorción fue de 20 min. y ·para.§.. ·ovis e-1 ti;,;rn~d'Ó~~im~'c:l~-~dsorción 
fue de 10 min. 

Tinción negativa: 

El elemento activo del ácido fosfotúngstico es el tungsteno (p.m 183.92) con la especial 

característica de que este compuesto se asocia en cada molécula de 24 átomos de 

carbono del mismo. Por el gran peso molecular de este ácido las Unciones electrórücas 

denotan una gran resistencia al bombardeo del haz de electrones en el microscopio 

electrónico de transmisión. el ácido fosfotúngstico es un excelente colorante electrónico 

de tipo general y específicamente con selectividad para los componentes 

extracelulares. como mucopolisacárido y membranas basáles. gránulos de secreción 

este ácido en general tiñe proteínas ya que es un colorante catiónico (3, 33,36). 
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Una vez que ha transcurrido el tiempo de adsorción en cada rejilla, estas se tratan con 

ácido fosfotúngstico al 25 % (sigma P4006), se coloca una gota de ácido fosfotúngstico 

en un trozo de papel parafilm y encima de esta gota se coloca la rejilla para que se 

adsorba el ácido, para realizar esta tinción se tubo que buscar el tiempo de tinción 

optimo y pH del ácido con el .objetivo de lograr tener un buen contraste en la muestra 

para que permitiera observar todas las caracteristicas de las bacterias y en especial la 

membrana externa que es en donde se forman las bacterias, de ahi el interés de tener 

el mejor tiempo de tinción y pH, se emplearon diferentes tiempos de tinción los cuales 

fueron 30 seg., 1, 2, 3, 4 mln. y diferentes pH·s (6, 7 y 8), para determinar en cual de 

ellos se observa un mejor contraste de la muestra. 

Lavado: 

Cuando ha pasado el tiempo de tinción, se coloca 1 gota de agua destilada en un trozo 

de papel parafilm y encima se le coloca la rejilla. el tiempo de enjuague para ambas 

muestras fue de 1 min. esto con el objetivo de retirar el exceso de ácido fosfotúngtico y 

para detener la reacción de tinción, después son retiradas las rejillas quitando el exceso 

de agua co1_1 un_. troz~>-~e papel filtro y por último se dejan secar a temperatura ambiente. 

una vez que la muestra esta seca se puede observar en el TEM JEM-1005, las 

magnificaciones. que se emplearon fueron a 8.000.10.000, 15.000, 20.000, 25.000, 

30.000 y 40.000 aumentos. en la figura 5 se muestra un esquema de la constitución del 

TEM. 
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Almacenamiento: 

Para mantener la muestra totalmente seca para. posterior observación. las rejillas se 

guardan en una caja porta rejillas. 

El microscopio electrónico ·.de tr:Snsmisión proyecta electrones a través de una muestra 
' . ... .. 

para producir una imagen plana;en una pantalla fluorescente de ZnS (sulfuro de zinc). 

La nitidez de un ... área. ~~~¡¿~l~r:de.· la i·magen es proporcional al número de· electrones 

que son. transmitidos a través· de la muestra (36). (Figura 5) 
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CAULE DE ALTO 
VOLTAJE 

CONDENSADOR 1 

APERTURi\ l.>EL 
CONDENSi\l>OR 

LENTES OBJETIVOS 

i\PERTURA DE 
nlFU.\rtlf'IN 

PALANCA PARA MOVER 
~11tt:o.;TJ.I,\ 

FILAMENTO 

CONDENSADOR:? 

l.l l(iAI{ DE MONTAJE DE LA MUESTRA 

OIUETIVO OE APERTURA 

l.ENTt:S IJIFltACTORES 

Figura 5.- Constitución del microscopio electrónico de transmisión (18). 
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Funcionamiento del microscopio electrónico de transmisión (TEM). 

La muestra es colocada en un pequeño espacio. al cual se le hace vacío después de 

cerrada la compuerta. El microscopio tiene varios botones para el operador en el panel 

de control que le sirven para ajustar la imagen y ponerla a la magnificación deseada. Un 

haz delgado de electrones. es producido en la parte superior del microscopio por medio 

del calentamiento de un filamento metálico (10-30 KV). El rayo de electrones primarios 

sigue un recorrido a través de la columna de vacío del microscopio, esto, con el 

propósito, de evitar la dispersión de los electrones y a su vez atraviesa las lentes 

condensadoras o electromagnéticas que le permiten ser reenfocado o centrado hacia la 

muestra. Posteriormente, el diámetro del haz de electrones puede ser modificado al 

pasar por las lentes objetivas que controlan la cantidad de electrones dentro de este. 

Cuando los electrones primarios golpean la muestra. es convertida en puntos de mayor 

o de menor luminosidad, es decir, en luz visible. Esta luz es dirigida a un amplificador 

donde se convierte en señal eléctrica, la cual pasa a una pantalla de observación donde 

la imagen es formada linea por linea y punto por punto, para producir la imagen. Una 

vez que la imagen esta en la pantalla esta se fotografía. gracias a que este equipo 

posee una cámara fotográfica integrada. Se tomaron fotografías de cada cepa 

bacteriana a diferentes aumentos (3, 18, 33,36). 

Para obtener las medidas de las bacterias y vesículas por microscopia electrónica de 

transmisión se realizó una interpolación de medidas mediante el empleo de partículas 

látex (sigma L 1398). de diámetro establecido (0.0825 µm), estas se 
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fotografiaron a diferentes magnificaciones, las magnificaciones y medidas de las 

partículas {tabla 3), para poder obtener las medidas reales de las vesículas y bacterias; 

se relacionaron ambas (partículas látex y bacterias) obtenidas a la misma magnificación 

y por cálculos matemáticos se obtiene la medida real de bacterias y vesiculas. 

MAGNIFICACION. TAMANO 
____ (111m) __ 

3000 1 
4000 1.5 

---~----- ---t~ 
8000 -3_-¡¡--
10000 4--:-¡¡---
15000 5.0 · --·200oo-- ·s-:s __ _ 

_ 25000 __ -- s.o 
30000 7.5 

·40000 --9.5 
~ _ _5_0_Q_QQ ___ -- --- ____ g§__ 

TABLA 3. Magnificación y tamaño de particulas de látex para la obtención de las 

medidas en tJm de bacterias y vesículas. 
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RESULTADOS DEL MEB. 

FIGURA 6. Micrografía electrónica tomada con el MEB (JSM-5410LV) de~-

seminis. vista general magniflcación 20.000 aumentos. 

En esta micrografía se puede ver con claridad a _8. seminis con sus 

caracteristicas morfológicas de coco bacilos muy pleomórficos. con medidas 

aproximadas de (0.45-1.6 µm ancho y largo respectivamente) (A) y otras mas 

pequeñas que miden aproximadamente (0.58-0.7 µm ancho y largo 

respectivamente) (H). se encuentran agrupadas en cadenas y en sus supeñicies se 

esta observando la formación de vesículas de membrana externa las cuales son de 

diferentes diámetros. estas vesículas también varían en cantidad, se ven bacterias 

que contienen una gran cantidad de pequeñas vesículas que van de un diámetro de 

0.041-0.082 µm (C) y otras con un menor número y gran tamaño que miden 

aproximadamente de 0.125-0.25 µm (O). 
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FIGURA 7. Micrografía electrónica tomada con el MEB (SEM .JSM-2SS 11) de!!-

ovis. magnificación 45.000 aumentos. 

En esta micrografia se puede observar a ª-· avis. con sus caracteristicas 

morfológicas de coco bacilo pequeño. con medidas aproximadas de (0.48-1.0 µm 

ancho y largo respectivamente), se encuentra individualmente (A) y se puede 

apreciar que algunas se encuentran formando cadenas (B). en su superficie se 

pueden presenta la formación de vesículas de membrana externa muy pequeñas 

que miden aproximadamente de 0.04-0.06 µm, (C). 
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RESULTADOS DEL TEM. 

Como se mencionó en Ja metodologia se emplearon diferentes tiempos de tinción 

negativa y pHºs de ácido fosfotúngstico. para determinar en cual de ellos se observa un 

mejor contraste de la muestra (tabla 4). 

-BACTERIA. TfE-MPO.DETiNC:Tót•r -~H del ácido fosfotúnstlco 
& seminis 3 min. pH 8 

1min. 30seg pH 7 

TABLA 4. Tiempos de tlnción negativa y pH empleado para cada bacteria, en la 

microscopia electrónica de transmisión. 

A las condiciones que se muestran en la tabla 4 se observaron mejor las características 

moñológicas de las bacterias ya que al emplear pH 6 la membrana de las bacterias se 

deformaba y no permitía observar las características de la membrana externa. al 

emplear pH 7 y pH 8. las células conservaban sus características morfológicas, 

logrando un mejor contraste de estas. 
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FIGURA 8. Micrografía electrónica tomada con el TEM (JEM-1005) 

de A. seminis. magnificación 40,000 aumentos. 

En esta micrografía se puede observar a 8..:_ seminis, con sus caracteristicas 

morfológicas de coco bacilo muy pleomórfico, (en la tabla 4 se muestra tiempo de 

tinción y pH de trabajo) con medidas aproximadas de (0.43-1.1 µm ancho y largo 

respectivamente) (A). se puede apreciar su membrana externa bien definida (B) y en 

ella se ven pequeñas vesículas que brotan las cuales son de diferentes diámetros, 

estas tienen un diámetro de 0.02-0.04 µm (C). 
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FIGURA 9. Micrografía electrónica tomada con el TEM (JEM-1005) 

de A. seminis, amplificada a partir de la magnificación a 40,000 aumentos. 

Esta micrografía es una ampliación de la micrografía de la figura 8 . es esta 

ampliación de uno de los costados de a & seminis podemos observar con mas 

cercanía a las vesículas de membrana se logra observar con precisión la membrana 

externa. al observar dos tonalidades de grises (A) y se muestra como 2 vesículas 

están brotando de la misma. estas vesículas tienen un diámetro de 0.04 µm, la 

primera a la izquierda (B) se encuentra mas internada en la membrana externa y ta 

segunda a la derecha se observa mas hacia afuera de la membrana (C). 
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FIGURA 10. Micrografía electrónica tomada con el TEM (JEM-1005) de ~- ovis , 

magnificación 40,000 aumentos. 

En esta micrografía se puede observar a ª· avis . con sus características 

morfológicas de coco bacilo pequeño, (en la tabla 4 se muestra tiempo de tinción y 

pH de trabajo) con medidas aproximadas de (0.43-0.95 µm ancho y largo 

respectivamente) (A). se logra apreciar la membrana externa (B) y de ella se 

observan varias vesículas. algunas en formación (C), otras brotando de ella (O) y 

otras que ya han sido liberadas (E). estas vesículas tienen diferentes tamaños se 

pueden ver tanto pequeñas como otras mas grandes están tienen una medida 

aproximada de 0.02-0.04 µm, se aprecian bien definidas algunas totalmente 

esféricas. 
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FIGURA 11. Micrografía electrónica tomada con el TEM (JEM-1005) de B. ovis, 

amplificada de la magnificación a 40,000 aumentos. 

Esta micrografía es una ampliación de la micrografía de la figura 10 . es esta 

ampliación de uno de los costados de a~ avis podemos observar con mas cercanía 

a las vesiculas de membrana se logra observar con precisión la membrana externa. 

al observar dos tonalidades de grises (A), se muestra 1 vesicula en formación (B). 2 

vesículas que están brotando de la membrana (C), y varias que ya han sido 

liberadas (D) estas vesículas tienen un diámetro de 0.02-0.04 µm y algunas de ellas 

son totalmente esféricas. 
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Discusión. 

Como se ha observado en las micrograffas A. seminis y .ª-... ovis producen de forma 

natural y espontánea MV in vitro. este fenómeno se ha reportado como normal en otros 

géneros de bacterias gram negativas se menciona que las MV de_A.. seminis y §..:. avis 

se forman de forma natural y espontánea ya que en este proyecto no se realizó ningún 

cambio en las propiedades óptimas de crecimiento de las bacterias, ni tampoco se 

utilizó ninguna sustancia qufmica como pueden ser antibióticos para la producción de 

éstas. En este proyecto se menciona que existen varias teorfas por las cuales se 

forman las MV hasta el momento se desconoce el mecanismo definitivo por el cual 

estas se forman, por lo que todavia queda abierta la pregunta de ¿Cómo se forman las 

MV? y si todas las vesiculas siguen este mecanismo o pueden existir diferencias o es el 

conjunto de los mecanismos ya descritos. (15, 26, 20) 

Por otra parte a las MV se les atribuyen muchas propiedades biológicas, bactericidas y 

de patogenicidad por los componentes bacterianos de los que pueden estar fonnadas. 

(11, 20, 24, 26, 29, 32, 40, 42, 46) los estudios realizados en & seminis y B. avis han 

sido hasta el momento pocos por lo que falta investigar la composición química de las 

MV que forman asf como propiedades que puedan presentar, se ha reportado que el 

uso de antibióticos y la falta de algún nutriente o cambios en las condiciones de 

crecimiento de bacterias puede originar una hiperproducción de vesículas y que 

además estas suelen ser de un mayor tamaño, en el caso de A. seminis es sensible a 

penicilina, estreptomicina, sulfas y oxitetraciclina y ª-..:. ovis es sensible a tetraciclinas por 

lo que se puede trabajar con estos antibióticos a diferentes UI. para obtener un MIC 

(concentración minima inhibitoria) y con esto realizar un estudio que tenga como 
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objetivo observar si en estas bacterias también existe una hiperproducción de MV con 

antibióticos o por la supresión de algún nutriente importante para su metabolismo. En el 

estudio realizado: en E.., aeruginosa fue importante determinar que con el antibiótico 

gentamicina se induce la hiperproducción de vesículas ya que estas difieren en que son 

resistentes a la penicilina y como contienen componentes bacterianos esto puede ser 

perjudicial al dar tratamiento con gentamicina para .E:. aeruginosa ya que no se 

eliminarla a la bacteria y al contrario este fomentaria la producción de MV que le 

pueden ser de gran ayuda para llevar los factores de patogenicidad a otros sitios en 

donde la bacteria completa no pudiera entrar por lo cual seria de gran interés en el 

estudio determinar si pasa lo mismo o se asemeja en & seminis yª-.:. avis. 

Para la obtención de las micrografias de MV producidas por 8.,. seminis y ~ avis. se 

realizaron diferentes procedimientos, los cuales son semejantes a los reportados por 

algunos investigadores en sus trabajos {tabla 5), como podemos observar en la tabla 

existen varias técnicas para la obtención de MV que van desde la obtención de 

suspensiones bacterianas. métodos de fijación, empleo de diferentes sustancias para 

realizar la tinción negativa y métodos de separación, las técnicas empleadas en este 

trabajo son satisfactorias ya que se pueden observar las vesículas que forman A. 

seminis y B. avis, sin embargo esta puede ser modificada empleando diferentes 

técnicas de separación de vesiculas. 
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TECNICA OTROS PROYECTOS Oc otros PROYECTO DE.A,.~ y 
aéneros de bacterias B.ovis 

MEB MEB MEB 
OBTENCION DE Por suspensiones bacterianas en Por la inoculación caldo BHI a 

LA BACTERIA agua destilada, desionizada, PBS o partir de cultivos bacterianos. 
HEPES estériles. Por inclusión de 

bacterias en agar noble y cortes con 
cuchilla de diamante. 

FIJACION Glutaraldehfdo al 1 º/o, 2 º/o. Glutaraldehfdo al 25 ºk 
·centrifugación de una suspensión 

bacteriana y filtración del 
sobrenadante que contiene las 

veslculas. 
'"Por centrifugación de una 
suspensión bacteriana con 

densidad gradiente de suerosa 
separando en diferentes fases las Filtración del caldo BHI que 

SEPARACIÓN cuales contienen tanto vesiculas. contiene tanto vesfculas como 
células, células-vesícula. células completas. 

·separación por centrifugación de 
una suspensión bacteriana y 

después por precipitación con ácido 
triclorhoácetico al 10°/o y diálisis con 

agua o PBS. obteniéndose a las 
vesiculas y separando nuevamente 

cor centrifug~~n_y filtración. 
DESHIDRATACION Etanol desde el 70º/o hasta el 

absoluto, 60º/o hasta el absoluto, Etanol desde el 1 Oo/o hasta el 
metano! 50°/o hasta el absoluto. absoluto. 

IONIZACION Con oro por uri-tiem--pc, de 5, 6, 7, Con oro por un tiempo de 5 min. 
9,10 min. Platino-carbono 

TEM TEM TEM 
OBTENCION DE Por suspensiones bacterianas en Suspensión bacteriana en agua 

LA BACTERIA agua destilada, desionizada, PBS o desionizada estéril a partir de 
HEPES estériles a partir de cultivos cultivos bacterianos. 

celulares. 
FIJACION Glutaraldehido al 1°/o, 2-%. OsO, al Glutaraldehido al 25 % 

1% 

SE~1~~-g~N __ _ '-:as m~f.n-~clY~-~'='-~'--~EB __ -· Filtración 
~cido fosfotúngstico pH 6.5 

NEGATIVA Acetato de uranilo al 2% , Tetroxido Acido fosfotüngstico pH"s 7 y 8 
de osmio al 2%. tügnstato de 

_________ .__ ______ !!l_~!il~~-~~é!.ª' 2_º-1>_ ~lj~ -----

TABLA 5. Comparación entre técnicas reportadas en la hemerografla y la 

empleada en este trabajo para el TEM y MEB (14, 20, 21, 26, 32, 38, 42) 
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Hasta el momento las MV han sido de gran importancia en estudios realizados en otros 

géneros de bacterias gram negativas, ya que como se ha mencionado a lo largo de este 

trabajo estas se encuentran formadas por una gran cantidad de componentes intra y 

extracelulares, los cuales muchos de ellos son factores de virulencia importantes en la 

patogenicidad de los microorganismo además que estas MV pueden inhibir el efecto 

bactericida del suero y también pueden inducir la lisis de bacterias que contienen un 

peptidoglucano diferente como un mecanismo para ganar lugar en el organismo y poder 

infectarlo rápidamente estas son algunas de las actividades ya investigadas por 

diferentes cientfficos: en A. seminis y !!.. ovis falta investigar el contenido de estas 

vesículas. con el objetivo de conocer si están presentes enzimas importantes tanto para 

el metabolismo bacteriano como para fa patogenicidad de estos dos microorganismos, 

además la presencia de DNA o RNA y para que sirve este material genético, si también 

presenta actividad litica contra otras bacterias y si además estas pueden inhibir la 

actividad bactericida del suero todo con el fin de darles un uso ya sea para el 

diagnóstico de & seminis y !!.. avis, en producción de vacunas, lisis de bacterias que 

producen enfermedades graves sin que &. seminis y 1ª...:. avis produzcan enfermedad. 

es decir quitando de las MV factores de virulencia para producir la enfermedad, estos 

son simplemente ejemplos que se basan en la revisión hemerográfica realizada ya que 

varios autores mencionan en otros géneros de bacterias que estas vesículas pueden 

emplearse para realizar diversos estudios como los arriba descritos pero en & seminis 

y B. avis falta realizar una gran investigación de estas MV, por lo que el tema queda 

abierto a muchos más estudios. 
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Conclusiones. 

De este trabajo se puede concluir. que & seminis y B. ovis producen MV. ya que estas 

vesiculas fueron observadas mediante la microscopia electrónica de barrido y 

transmisión. las vesiculas presentan diferentes moñologias pero en general se 

presentan como pequeñas esferas que brotan de la membrana externa de estas 

bacterias. las bacterias se observan con sus caracteristicas moñológicas y solo en los 

lugares donde se está realizando la producción de estas MV se deforma observándose 

un abultamiento de la membrana externa que dará origen a una vesícula. 

Por otra parte se lograron establecer los tiempos de adsorción en la rejilla (porta 

muestra del TEM), tiempo de tinción negativa con ácido fosfotúngstico y pH, para 

obtener el tiempo óptimo de tinción negativa para cada bacteria. esto se ve reflejado en 

las micrografías ya que como se observa. se logra delimitar bien lo que es la membrana 

externa, además de lograr observar peñectamente a las MV. 

Resta investigar los contenidos de cada una de estas MV tanto para & seminis coma 

para ~ ovis. con el objetivo de conocer si contiene factores de virulencia importantes 

para la patogenicidad de estos dos microorganismos, determinar si estas MVs pueden 

llegar a producir la enfermedad aun en ausencia de la bacteria completa, estudiar si 

pueden inhibir la actividad bactericida del suero o pueden lisar a bacterias que san 

parte de la microbiota normal de los borregos para que ellas puedan colonizar 

rápidamente el tejido. 
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La importancia de observar la producción de MVs en estas dos bacterias primeramente 

es por que se desconocia que producian estas estructuras. además como ya se 

menciono estas dos bacterias están asociadas a una enfennedad (epididimitis) que 

tienen gran importancia ya que esta afecta la producción de crias por lo que se ve 

afectada la economía del país al tener una baja producción de este ganado y al no 

poder realizar exportaciones del ganado infectado, por lo que estas vesículas podrian 

ayudar en el diagnóstico rápido de la enfermedad al purificar los componentes de estas 

veslculas se podrían extraer proteinas que solo se encuentren en estas especies y 

realizar métodos de diagnóstico rápido como ELISA, RIA o algunas otras pruebas 

serológicas, o purificar el DNA y realizar un PCR para la identificación de estos dos 

agentes causales de epididimitis con el objetivo de poder brindar tratamiento adecuado 

y oportuno. otra utilidad de estas MVs es en la prevención de la enfermedad utilizando 

éstas vesiculas para producir una vacuna debido a que estas vesículas pueden 

contener una concentración alta de los factores de patogenicidad incluso mas que la 

célula completa por lo que son altamente inmunogénicas. 

Por último con estas veslculas se podrfa tener una alta concentración de antigenos de 

superficie importantes, los cuales se pueden extraer e inocular a conejos para que 

estos desarrollen una respuesta inmune contra estos antígenos y después obtener de 

ellos anticuerpos los cuales pueden ser marcados a través de un elemento radioactivo o 

fluorescente e inocularlo a borregos infectados por estos microorganismos para buscar 

en que parte del tejido se encuentra el antigeno para ubicar exactamente donde 

colonizan y si este antigeno tiene que ver con la colonización de estos 

microorganismos. 
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GLOSARIO. 

Absorción: Penetración por debajo a la superficie, hacia el interior. 

Adsorbente: Agente que atrae a su superficie otros materiales o particulas. 

Adsorción: Unido a la superficie. 

Aguda: Que presenta un curso breve y relativamente grave. empleado en la 
descripción de la evolución de una enfermedad. 

Aglutinación: Acción y efecto de pegar o agrupar. agrupamiento de células 
difusamente distribuidas en un líquido, es provocado por las aglutininas, anticuerpos 
desarrollados contra ese tipo celular especifico. 

Anticuerpo: Glucopéptido sérico que puede ser nativo o extraño al huésped, es capaz 
de unirse en forma especifica a una amplia variedad de antígenos naturales y sintéticos. 
incluyendo proteínas. ácidos nucleicos, lipidos u otros productos químicos. 

Antibiótico ó Antibacteriano: Sustancia qu1m1ca derivada o producida por 
microorganismos que tienen la capacidad, a bajas concentraciones de inhibir el 
desarrollo o de destruir bacterias y otros microorganismos. 

APY-ZYM: Micrométodo listo para usar, para la identificación de la actividad enzimática 
de diferentes proteasas de microorganismos. 

ATCC: American Type Culture Collection (colecciones de cultivos de referencia tipo). 
Organización encargada de la designación y caracterización de una cepa viviente de la 
especie. 

Bacilo: Célula en forma de bastón. 

Cocobacilo: Microorganismo con forma de bastón pueden ser de morfologla regular. 
más cortos. 

Contagiosa: Capaz de transmitirse de un individuo a otro. 

Crónica: Aplicable a las enfermedades de larga duración. 

Deshidratación: Extracción de agua de una sustancia o materia orgánica. 

Desinfección: Procedimiento práctico que reduce la contaminación microbiana de un 
objeto inanimado. 
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ELISA: (Enzyme-linked immunosorbent assay), ensayo inmulógico en donde la enzima 
esta unida a un inmunoabsorbente para detectar directamente deposiciones de 
antigenos o anticuerpos especificos. 

Epidemiología: Estudio de los factores que determinan la frecuencia y distribución de 
las enfermedades en una población. 

Epididlmo: es una parte del testículo, cada testículo tiene una especie de tubo 
alrededor de ellos, esto es el epidídimo es el lugar donde los espermatozoides maduran 
antes de salir al exterior con el eyaculado. 

Epididimitis: es una inflamación del epididimo. causada por bacterias del tracto 
urinario. Puede aparecer de forma brusca {aguda) o lentamente (crónica). Si la 
inflamación afecta al testículo se llama orquitis. 
Esterilidad: Incapacidad para procrear. 

Esterilización: Dejar un objeto o superficie libre de todo organismo vivo 

Huésped: Animal o vegetal que proporciona protección física y alimento a otros 
organismos. 

Infecciosa: Que causa infección. es decir la multiplicación de microorganismos en los 
tejidos. con producción de dano celular. 

Infertilidad: Incapacidad para que el esperma fertilice el óvulo. 

Inflamación: Proceso por el cual se produce en los tejidos del organismo la reacción 
contra un daño. 

Inoculo: Una mínima cantidad de células bacterianas. 

LPS: (Lipopolisacitrido) Son glucolipidos complejos compuestos por una porción lipídica 
llamada lípido A, la región del centro o core polisacárido que en general es similar en 
estructura dentro de un género o una especie dados de bacterias t cadenas laterales O 
específicas que son regiones de estructuras bioquímicas variable que confieren una 
entidad sexológica única a las especies de bacterias gram negativas. 

MEB: Microscopio electrónico de barrido. 

Medio de Cultivo: Es un sistema artificial. bajo condiciones de laboratorio, que 
permiten el crecimiento de poblaciones bacterianas. 
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MVs: Vesículas de membrana externa de bacterias gram negativas. 

Patogenicidad: Capacidad de un microorganismo para producir enfermedad. 

Patógeno: Elementos y medios que originan y desarrollan enfermedades. 

PCR: (Reacción en cadena de la polimerasa), es una técnica altamente sensible en 
donde una secuencia identificada de DNA o RNA que se encuentra en cantidades muy 
pequeñas se amplifican enzimáticamente hasta un punto en que pueda ser detectada. 

Periplasma: Compartimiento que contiene enzimas y que se encuentra entre la 
membrana citoplasmática y la porción exterior de la pared celular. 

Plásmido: DNA extracromosómico se encuentra frecuentemente 
citoplasma de microorganismos procarióticos. son capaces de 
autónoma y son heredados por las células de la progenie bacteriana. 

presente en el 
una replicación 

Pleomórfico: Organismo que puede existir en varios tamaños o formas. 

Progresiva: Que aumenta la infección. signos y sintomas. 

REO: (Revertante de ovis) Bacteria mutante de Brucella ovis, es una cepa adaptada a 
crecer a bajas concentraciones de C02 

TEM: Microscopio electrónico de transmisión. 

Transmisible: Capaz de ser transmitido de un individuo a otro. cepa bacteriana que es 
capaz de provocar una infección demostrable en un huésped dado. 

Vacuna: Suspensión de microorganismos muertos o atenuados. que se administra para 
prevenir, atenuar o tratar enfermedades infecciosas. 

Virulencia: Grado de patogenicidad dentro de un grupo o especie de microorganismos. 
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