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RESUMEN 

Benítez-Guzmán A. Supervivencia intracelular de cepas de Mycobacterium bovis aisladas de 
lesiones tuberculosas en macrófagos de bovino. (Bajo la dir-ección de el Dr. José Ángel 
Gutiérrez Pabello) . 
La tuberculosis bovina es una de las enfermedades más importantes a nivel mundial, debido a que 
ocasiona grandes pérdidas económicas además de ser un problema en salud pública. El agente 
causal de esta enfermedad es Mycobacterium bovis. Existen una gran variedad de cepas de este 
microorganismo diseminadas en el campo, sin embargo se desconoce la virulencia de cada una de 
ellas y si este es un factor que influya en la patogenia y el curso de la enfermedad. El objetivo de 
este trabajo fue evaluar la supervivencia intracelular de cepas de Mycobacterium bovis aisladas de 
diferentes casos clínicos como un factor asociado a la virulencia. Se aislaron monocitos a partir de 
sangre periférica mediante un gradiente de Percoll y se maduraron durante 14 días en matraces de 
teflón . Un total de 18 cepas de M. bovis fueron crecidas en caldo 7H9 adicionado con el 10% de 
OADC en agitación orbital constante, hasta alcanzar la fase logarítmica media de crecimiento en el 
día 11 y se almacenaron a -80ºC hasta su uso. Los macrófagos se infectaron en placas de 
Terasaki utilizando una MOi de 1O:1, evaluando 2 tiempos: T 0 bacterias fagocitadas a las 4 horas 
postinfección (pi), y T1 crecimiento intracelular 24 horas pi. La tasa de supervivencia se obtuvo de 
la diferencia existente entre estos dos valores de cada una de las cepas y se estableció diferencias 
estadísticas para la supervivencia utilizando la prueba de Tukey, además de comprobar el efecto 
de las variables con una prueba de regresión lineal simple. Con base en las diferencias 
estadísticas encontradas (P< 0.05) en la supervivencia intracelular se formaron dos grupos, los 
rangos que se establecieron para formarlos son los siguientes. Grupo 1, cepas con supervivencia 
mayor a 111 % y hasta 184% no tienen diferencias estadísticas significativas entre cada una de 
ellas y representan el 45% de la población. Grupo 2 cepas con supervivencia menor a 110.9% y 
hasta 35% no mostraron diferencias estadísticas significativas y representan el 55% de la 
población _ No existió una correlación directa entre fagocitosis y supervivencia intracelular. Las 
diferencias en la tasa de supervivencia intracelular sugieren que la virulencia de las cepas 
estudiadas es diferente, lo cual puede repercutir en la diseminación de las mismas en el campo_ 



ABSTRACT 

Benítez-Guzmán A. lntracellular survival of Mycobacterium bovis strains isolated of tuberculoses 
lesions in bovine macrophages. (Under the tutoring of Dr. Jose Angel Gutierrez Pabello) 

Bovine tuberculosis is one of the most important diseases in the world . lt is not only a threat to 
public health but also the cause of huge economical losses. Mycobacterium bovis is the etiological 
agent of bovine tuberculosis, a multiple number of strains with different levels of genetic variation 
has been identified in the field, however the virulence of the strains and their impact in disease 
dissemination are not well understood. The main goal of this study was to assess the intracellular 
survival of Mycobacterium bovis strains isolated from clinical cases as a virulence associated factor. 
Peripheral blood monocytes were obtained by isopicnic centrifugation and cultured for 14 days in 
Teflon flasks. A total of 18 strains were grown in 7H9 broth with 10% OADC, at 37°C under shaking 
conditions during 11 days to reach the medium logarithmic phase of growth and stored at -80ºC 
until further use. Macrophages were infected in Terasaki plates using a MOi 10:1 and 2 different 
times post infection were evaluated: T0 phagocytosed bacteria after 4 hours and T, intracellular 
survival after 24 hours. The survival rate was obtained subtracting these 2 values and statistical 
significant differences were established using the Tukey test In addition. the variable effects were 
corroborated by lineal regression . Based on the statistical differences (P<0.05) two groups were 
identified. Group 1 clusters all the strains with a survival rate ~111 % and :5184%, it comprises 45% 
of the strains. Group 2 includes the strains with a survival rate ~35% and :5110.9% representing 
55% of the population studied. There was no correlation between phagocytosis and intracellular 
survival. The intracellular survival differences amongst strains suggested that the polymorphism 
identified in this study may be a factor affecting the virulence of these field isolates. 

2 



1.0 INTRODUCCIÓN 

La tuberculosis bovina es una enfermedad de importancia a nivel mundial , se tienen datos 

de la presencia de este bacilo en momias con una antigüedad de 4000 años, 1
·
2 

comprobando su existencia desde tiempos milenarios y con marcos de referencia 

históricamente importantes, en el siglo XIX donde alcanza su cúspide fue conocida como 

la plaga blanca, desde entonces hasta nuestros días es de gran importancia ya que es de 

difícil eliminación para el hospedero, aunado a la falta de vacunas totalmente efectivas, 

así como un tratamiento costoso y prolongado. 3 

1.1 Tuberculosis bovina en México 

La tuberculosis es una enfermedad que afecta a un gran número de especies, en la 

industria pecuaria es de gran importancia Mycobacterium bovis, agente etiológico de la 

tuberculosis bovina, que en México se encuentra dentro de una campaña nacional de 

control (prevalencia menor al 5% con distribución conocida) , con solo 7 estados en ésta 

fase (Sonora, Chihuahua, Tamaulipas, Coahuila , Nuevo León Quintana Roo y Yucatán) y 

erradicación (prevalencia mayor al 5% con distribución desconocida) en donde se 

encuentra los estados restantes de la república mexicana (25 estados), es por ello que en 

el país ésta enfermedad representa grandes pérdidas principalmente económicas, 4 

Valdespino 5 reporta que hay una disminución de peso en el animal, así como en la 

producción láctea y duración de las lactancias, en ocasiones la micobacteria es eliminada 

por leche, por lo que el consumo de ésta sin pasteurizar puede, ser un factor de riesgo 

para la población ya que es considerada una zoonosis , no de gran importancia a nivel 

mundial , aunque se tienen datos en poblaciones demarcadas en donde es un factor de 

riesgo primario importante y puede asociarse a una gran cantidad de casos con un origen 

similar. 6 Además, la normatividad establece que en los hatos donde existan animales 

reactores se eliminarán, y será limitada su comercialización y traslado.4 

En el 2001 la inversión realizada en la campaña contra la tuberculosis bovina fue de más 

de 40 millones de pesos; con un total de 30,096 de cabezas reactoras , el total de hatos 

tuberculinizados fue de 68 84 7, por lo que son necesarios diversas estrategias para que 

la campaña sea de mayor amplitud en la detección de animales reactores y se cuente con 

una correcta aplicación. 
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1.2 Patogenia 

La principal vía de transmisión de la enfermedad es por aerosoles por lo que se considera 

de importancia el tipo de tecnificación que existe en las unidades productivas, las de tipo 

intensivo permiten la transmisión de la enfermedad de una manera más rápida que en 

hatos con un sistema productivo a nivel extensivo, 7
·
8 la segunda vía de transmisión es la 

oral donde se producirá la tuberculosis digestiva, en donde la dosis infectante es mayor 

para poder desarrollar un proceso patológico, otra vía de entrada reportada es la 

reproductiva con una baja frecuencia (>1%) . 9
·
10 La resistencia de la bacteria en el 

ambiente es variable y depende de algunos factores como temperatura , humedad, 

presencia de materia orgánica para sobrevivir (hasta 700 días). Es sensible a la luz solar, 

se ha probado que puede durar en suelo hasta 87 días sin exposición a la luz y el tiempo 

de resistencia aumenta si está en heces o agua. 1º· 11 

Aunque la micobacteria afecta a diferentes células, una de las más comúnmente 

afectadas es el macrófago que actúa como la primer barrera de defensa, 12
·
13

·
14 el cuál es 

una célula del sistema inmune inespecífico de defensa con un tamaño aproximado de 40 

~1m, proveniente de la médula ósea a partir de células progenitoras o unidades 

formadoras de colonias granulocitos-macrófagos, en donde maduran a monoblastos, 

promonocitos y son liberados a la circulación saguínea como monocitos constituyendo el 

5% del total de leucocitos circulantes, duran aproximadamente 70 horas en circulación 

para después migrar a los tejidos . Tienen la capacidad de fagocitar (partículas mayores a 

250 nm) un gran número de veces y destruir al microorganismo problema.15 Posee en la 

superficie diferentes receptores para fagocitar antígenos, en el caso de la tuberculosis los 

utilizados son; del complemento, de manosa, y WC1, WC2 . 16
·
11

·
18

·
19 A partir de la 

adhesión, la bacteria es internalizada por una invaginación de la membrana plasmática 

formándose el fagosoma temprano (pH de 4.5), 20 después madura a fagosoma tard ío, se 

fusiona con los lisosomas (fagolisosoma) para destruir al agente ; al ser la micobacteria un 

parásito intracelular facultativo posee mecanismos de defensa que impiden su destrucción 

dentro del macrófago 2 1 

Al entrar la bacteria (infección primaria) se produce una importante respuesta TH 1 CD4+ 

(Moléculas de histocompatibilidad tipo 11) estimulada por la producción de 1 nterleucina 12 

(IL 12), además de otras citocinas como interferón gama (IFNy) y factor de necrosis 

tumoral alfa (FNT a), activando a macrófagos para promover una mayor actividad 
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microbicida , elevando la producción de óxido nítrico e intermediarios reactivos de 

nitrógeno vía sintetasa del óxido nítrico.22
·
23

·
24 Otras células que tienen un papel 

secundario en la primoinfección son las células T CD8+, las cuales muestran una serie 

alternativa de péptidos por moléculas de histocompatibilidad tipo 1 (MHC 1) y CD1. además 

de células y'ó que tienen una respuesta hacia antígenos no protéicos. En ésta fase existe 

una proliferación y diseminación bacilar desencadenado la aparición de la siguiente 

signología; disminución de peso, cansancio, depresión y fiebre en algunas ocasiones. 
25.26,27 

Cuando la infección primaria es controlada, el primer mecanismo que utiliza es la 

formación de un granuloma el cual es un agregado de células del sistema inmune y está 

compuesto por células mononucleares inmaduras, rodeadas por células T CD4+. CD8+, 

además de la formación de células gigantes e interdigitadas, limitando así el sitio de la 

infección. Al centro del granuloma se encuentra material calcificado o bien necrosis 

caseosa, en una atmósfera con bajas concentraciones de oxígeno, altas concentraciones 

de dióxido de carbono y enzimas hidrolíticas. Finalmente los macrófagos activados y 

linfocitos que rodean al centro liberan una gran cantidad de compuestos antimicrobianos. 

A ésta etapa de la enfermedad se le llama persistencia y el animal puede mostrarse 

asintomático, hasta que entre a una etapa de reactivación y progresión de la enfermedad 

debido a algún agente inmunosupresor. 28
·
29

·
3º·31 

Las lesiones que se observan en la necropsia son la presencia de granulomas, la 

distribución puede ser localizada o difusa (tuberculosis miliar) , y la presentación 

dependerá de la vía de entrada y diseminación de la enfermedad , cuando la entrada es 

por vía aérea y las bacterias infectan al pulmón las lesiones se presentan principalmente 

en el lóbulo caudal , cuando la via de diseminación son las tonsilas las lesiones se pueden 

observar en linfonodos mesentéricos. 32 

Para el desarrollo de la infección son importantes la virulencia de la bacteria y la 

susceptibilidad del hospedero. por lo tanto al ser un parásito intracelular facultativo los 

mecanismos que utiliza para la resistencia, replicación y evasión de la fagocitosis son 

factores importantes para el desarrollo de la enfermedad. 
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1.3 Agente etiológico 

Mycobacterium bovis, forma parte del complejo tuberculosis (M. tuberculosis, M. canettii, 

M. microti M. africanum y M. bovis), asimismo es considerado como una zoonosis y 

comparte el 99% de homología con las otras bacterias que conforman el complejo 

tuberculosis. 33
·
34

·
35 Es un microorganismo ácido alcohol resistente de crecimiento lento 

(intervalo generacional es de 16 a 20 horas) 36 debido a la gran cantidad de lipidos que 

conforman su pared (60 % del peso seco de la bacteria), principalmente ácidos micólicos 

y lipoarabinomananas que pueden actuar como mecanismos de virulencia . Es aerobio 

facultativo, tiene la capacidad de cambiar su ruta metabólica para la producción de 

energía del ciclo de Krebs al ciclo del glioxilato, utilizando la enzima isocitrato liasa (lcl) . 37 

El tiempo de crecimiento en medios de cultivo es de 3-4 semanas a una temperatura 

óptima de 35-37ºC, detiene su crecimiento a 39ºC. Es exigente en sus requerimientos 

nutricionales por lo que necesita medios específicos para su cultivo tales como 

Middlebrook 7H9, 7H10, 7H11, 7H12, (la diferencia radica en la cantidad de los 

inhibidores de crecimiento), Dubas, Petragnani y Stonebrink-Leslie. La adición de glicerol 

inhibe el crecimiento de M. bovis a diferencia de M. tuberculosis que es favorecido .38
-4

2 

1.3.1 Mecanismos de virulencia 

Los mecanismos de virulencia en la bacteria son los que utiliza para evitar la fagocitosis, 

así como acelerar su replicación . Al entrar la bacteria en contacto con el macrófago tiene 

proteínas que sirven para la supervivencia, algunas de éstas son KatG (catalasa 

peroxidasa), 43
·
44

·
45 SodA, SodC (superóxido dismutasa). glnA 1 (glutamina sintasa), 50

·
51 

que son enzimas que degradan reactivos intermediarios de oxígeno por lo tanto son 

solubles. 46
·
47 HspX (Acr) 48

·
49 que es una proteína en la cual su expresión es inducida bajo 

condiciones de anoxia y es reconocida en organismos infectados pero se desconoce su 

función. Otra proteína que es importante en la vía de entrada de la micobacteria es la 

proteína de 19 kDa que interactúa con lo receptores toll like 2. 52 53
·
54

·
55 

1.3.1.1 Componentes de la superficie celular. 

La síntesis de lipidos es importante para una mayor proliferación y diseminación de los 

componentes de la superficie celular, algunos de éstos componentes que tienen efecto 

en este proceso son: Erp, proteína que interviene en la velocidad de la replicación 

bacteriana, asimismo 56Mas, 57Fad26, Fad 28, LipF intervienen en síntesis y degradación 

de ácidos grasos alterando el metabolismo bacteriano con una replicación más lenta. por 
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otra parte Mmpl7; altera la síntesis de PMID (ácidos micoséricos y ptiocerol dimicoserato), 
58

·
59

·
6° FbpA (antígeno 85A, 858, 85C), se encarga de transportar ácidos micólicos y 

derivados de trehalosa ligándolos a la matriz extracelular. 61
·
52

·
53 Otras proteínas que se 

encuentran asociadas a los lípidos de la pared son; OmpA que es una porina encontrada 

en M. tuberculosis solo en cepas virulentas, 64
·
65 LAM (lipoarabinomananas) que 

conforma la mayor parte de la pared bacteriana y actúa como un importante 

inmumodulador disminuyendo la producción de IFNy. 66 

1.3.1.2 Enzimas que intervienen en el metabolismo celular. 

Algunas enzimas utilizadas en rutas metabólicas por la micobacteria son importantes para 

su desarrollo y replicación, al mutar los genes que codifican para éstas proteínas se a 

notado una disminución en su replicación, es por ello que se consideran como factores de 

virulencia, tal es el caso de Fad033, que en la infección por cepas virulentas se detecta 

una alta expresión del gen que codifica para ésta proteína, pero se desconoce el 

mecanismo. 67
·
68 Fosfolipasas C (PclA, PclB, PclC, PclD) que en M.bovis se encuentra 

solo el PclD. PauC/PauD y juegan un papel importante en la síntesis, degradación y 

metabolismo intermediario de ácidos grasos, al mutar los genes que codifican para éstas 

proteíans hay una disminución en la virulencia. 69
·
70 De la misma forma algunos genes que 

intervienen en la producción de aminoácidos son; LeuO codifica para isoisopropimalato 

isomerasa y ayuda en la biosíntesis de leucina, al mutar este gen disminuye la virulencia . 
1 1

·
72 TrpO interviene en la síntesis de triptofano, ProC síntesis de prolina PurC síntesis de 

purina . 73
·
74 

1.3.1.3 Aceptores de iones. 

MgtC es un transportador que interviene en la toma de iones de Mg2
• y es esencial para el 

crecimiento a bajas dosis de Mg2
+ en el medio y en el macrófago. 75

.7
5 MbtB, se encarga 

de transportar de hierro 77
·
78Nitrato reductasa, juega un papel importante en la ausencia de 

oxigeno 79
·
5º e inhibe la fusión maduración del fagosoma temprano al tardío secuestrando 

las proteínas Rab, e inhibiendo a la proteína TACO. 81 

1.4 Diagnóstico 

El método que se utiliza para la detección de la tuberculosis bovina en la campaña 

nacional de control y erradicación, está basada en una prueba de hipersensisibilidad de 

tipo IV (intradermoreacción) donde se inocula un derivado proteínico de la micobacteria 
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cepa de laboratorio AN5 compuesto por una serie de antígenos, azúcares, lípidos y 

proteínas. 62
· 

63 Los sitios anatómicos en donde el derivado protéico puro (PPD) se aplica 

es en la tabla del cuello (cervical simple) y en pliegue caudal, la zona de aumento en la 

piel se mide a las 72 horas. Cuando un animal es reactor, se utiliza la prueba doble 

comparativa, en donde se inocula otro derivado proteico pero de Mycobacterium avium 

proveniente de la cepa D4ER o TB56, el proceso inflamatorio se mide con un micrómetro, 

para establecer una reacción positiva o negativa. 

Otras pruebas utilizadas con base en el perfil inmunológico son el ensayo 

inmunoenzimático (ELISA) e interferón gamma (INFy) 63
·
64 

1.4.1 Aislamiento 

El aislamiento de la micobacteria es la prueba de oro hasta la fecha, se hace a partir de 

las lesiones encontradas a la necropsia, eliminando restos de tejidos por medio de 

compuestos ácidos y alcalinos, se cultiva en medio Stonebrink-Leslie por al menos 8 

semanas para observa colonias con morfología parecida a las del género (colonias 

blanquecinas, redondas difíciles de despegar) confirmando con la tinción de Ziehl 

Neelsen, y realizando pruebas bioquímicas. 64 

1.5 Epidemiología. 

En la actualidad la microbiología molecular provee de nuevas herramientas para el 

estudio y distribución de las enfermedades evaluándolas por características más 

específicas y tipificando a la bacteria problema de una manera más exacta por secuencias 

insertadas en su genoma (tipificación genética). Las técnicas moleculares utilizadas para 

el estudio del género Mycobacterium son las siguientes: Tipificación por espaciadores 

(Spoligotyping), polimorfismo en la longitud de fragmentos de restricción (RFLP), con 

éstas herramientas se puede hacer un seguimiento por cepa en diferentes regiones de un 

estado o bien de un país, relacionando o formando mapas de transmisión, siendo de gran 

utilidad cuando la fuente de transmisión es la fauna silvestre.65 

Existen diferentes modelos en los cuales se pueden estudiar los efectos causados por la 

micobacteria en el huésped, los más utilizados son el modelo ratón , que en el caso de M 

tuberculosis es ampliamente usado para el estudio de producción de diferentes citocinas . 

lesiones en el huésped, replicación de la micobacteria y estudio de cepas mutantes Otros 

modelos que se utilizan con los mismos fines es el modelo conejo y cuye. Las líneas 
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celulares, son utilizadas para el estudio en la interacción con el macrófago, actualmente 

existen líneas celulares de ratón susceptible (J774) y líneas celulares de ratones 

resistentes. 86 

1.6 Antecedentes 

Campbell GA. y Adams L.G . (1994) comprobaron que por medio de ensayos bactericidas 

se pueden caracterizarse fenotípicamente a los animales, en resistentes y susceptibles, 

dependiendo del porcentaje de supervivencia con una cepa apatógena de M. bovis en 

macrófagos obtenidos a partir de sangre periférica, por lo tanto se puede observar una 

respuesta mas adecuada en la interacción con la célula . 87
·
88

·
89

· 

Existe una variedad de cepas de campo diseminadas por diferentes regiones del país, 

algunas de las cuales con gran parentesco en su origen. Sin embargo, en recientes 

estudios se comprobó que el género Mycobacterium tiene gran polimorfismo en 

secuencias repetidas, debido principalmente a los numerosos genes que conforman el 

genoma, incluyendo algunos que son factores de virulencia e inmunogenicidad , como 

fosfolipasa C, membrana lipoprotéica, la familia de las adenilato ciclasas y las familias 

de la proteínas ricas en glicina (PE y PPE). 90 

En el presente estudio se evaluó la supervivencia intracelular de diferentes cepas de M. 

bovis en macrófagos bovinos derivados de monocitos asociando la supervivencia a los 

diferentes mecanismos que puede establecer la bacteria para evadir su destrucción así 

como el origen de la cepa. 
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2.0 Hipótesis 

El género Mycobacterium ha mostrado diferentes grados de polimorfismo en su 

genoma, por lo que se espera que las cepas de M. bovis aisladas de lesiones 

tuberculosas muestren una diferencia significativa en el grado de fagocitosis y de 

supervivencia intracelular en macrófagos bovinos 

3.0 Objetivo general 

Evaluar la fagocitosis y la supervivencia intracelular de 18 cepas de campo de M. bovis 

mediante ensayos microbicidas en macrófagos de bovino derivados de sangre 

periférica. 

4.0 Objetivos específicos 

1 . Determinar si la fagocitosis influye en el crecimiento intracelular y por lo tanto en la 

supervivencia de cepas de M. bovis en macrófagos de bovino. 

2. Establecer las posibles diferencias significativas entre los valores de supervivencia 

intracelular de cada cepa de M. bovis en macrófagos de bovino . 
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5.0 MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1 Cepas Bacterianas 

Las cepas utilizadas en este trabajo fueron identificadas como Mycobacterium bovis 

mediante pruebas bioquímicas, en el laboratorio de diagnóstico bacteriológico del 

Departamento de Microbiología e Inmunología de la FMVZ-UNAM . 

ORIGEN IDENTIFICACIÓN 

1. Jalisco 9917 

2. Jalisco 9920 

3. Jalisco 9918 

4. Jalisco 9926 

5. Jalisco 9916 

6. Jalisco 9927 

7. Jalisco 9923 

8. Jalisco 9930 

9. Jalisco 9914 

10. Estado de México 9524 

11 . Estado de México C03 

12. Estado de México C05 

13. Estado de México 9563 

14. Querétaro 163QP 

15. Querétaro 129QP 

16.Torreón T41C 

17. Torreón T3 

18 Nayarit 9912 

5.1 .1 Preparación de inóculos 

Las cepas de Mycobacterium bovis se cultivaron en agar Middlebrook 7H 11 

enriquecido con 10% de ácido oléico, cata lasa y dextrosa (OADC) . Se tomaron de 3 a 5 

colonias con características morfológicas semejantes y se sembraron en 15 mi de caldo 

Middlebrook 7H9 con 10% de OADC y 0.5 g/L de Tween 80 (Anexo 2) . Las cuales se 

incubaron por un periodo de 8 días a 37°C en agitación orbital. Al final de la incubación 
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cada cultivo bacteriano fue transferido a un matraz con 135 mi de medio fresco para 

incubarlo en las mismas condiciones durante 11 días, tiempo requerido para alcanzar la 

fase logarítmica media de crecimiento. 

Los cultivos bacterianos se centrifugaron en tubos de polipropileno de 50 mi durante 15 

minutos a 3300 X g y se lavaron 2 veces con PBS 1X (cbp 50 mi) . El paquete celular 

se resuspendió en 11 mi de medio completo Roswall Park Memorial lnstitute (CRPMI) 

adicionado con 15% suero fetal bovino (SFB). Para su preparación se necesita 

adicionar al medio RPMI de 500 mi, 5.5 mi de aminoácidos esenciales (0.1 mM), 5.5 mi 

de piruvato de sodio (1 mM), 5.5ml de L-glutamina (2mM) y 12 mi de bicarbonato de 

sodio (NaHC03
) al 7.5% (20 mM). La suspensión bacteriana se pasó 2 veces a través 

de una aguja de calibre 29 g x 13mm utilizando una jeringa con el propósito de 

dispersar los agregados bacterianos. Cada suspensión bacteriana fue almacenada en 

alícuotas de 1 mi a -80ºC hasta su uso en los ensayos bactericidas . 

5.1.2 Cuantificación del inóculo 

A una alícuota de cada inóculo preparado se descongeló incubándola a una 

temperatura de 37°C durante 40 minutos en baño maría. Se realizaron diluciones 

décuples seriadas (450 µI de diluyente y 50 µI de soluto), inoculando 100 µI en placas 

de agar 7H11 a partir de la dilución 10·3 a la 10·5 por triplicado . Las placas se incubaron 

durante 3 a 4 semanas a una temperatura de 37°C. El conteo de unidades formadores 

de colonia (UFC) se realizó obteniendo la cantidad de UFC por mi , aplicando la 

siguiente ecuación. 

(UFC)(FD)(10) =bacterias/mi 

UFC= unidades formadoras de colonias 

FD= factor de dilución 
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5.2 Aislamiento de monocitos derivados de sangre periférica. 

Los bovinos donadores provinieron de un hato considerado libre de tuberculosis que 

pertenece al Centro de Enseñanza, Práctica e Investigación en Producción y Salud 

Animal (CEPIPSA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. De 

forma aséptica se colectaron 30 mi de sangre con anticoagulante ácido cítrico-dextrosa 

(ACD) a una proporción de 4.0 mi por cada 30 mi de sangre y se procesaron en las 

primeras 4 horas a partir de su recolección . 

La sangre se diluyó 1: 1 con PBS citrato (PBSc) en 2 tubos de polipropileno de 50 mi 

obteniendo un volumen final de 30 mi de sangre en cada tubo. La sangre se proceso 

por centrifugación isopícnica utilizando un gradiente de Percoll (ver anexo 1) con un 

índice de refracción final de 1.3460. La sangre se depositó deslizándola por las paredes 

del tubo para evitar que se mezclara con el Percoll y se centrifugó a 1380 X g durante 

30 minutos a temperatura ambiente. Al final de la centrifugación se observa la 

separación de cuatro fases compuestas por eritrocitos, Percoll, leucocitos y plasma. 

Se removió 20 mi de plasma de cada tubo, a otro tubo de polipropileno de 50 mi para su 

uso en lavados, la capa flogística se colectó en otro tubo, cuidando de retirar la menor 

cantidad de Percoll, agregando c.b.p. 20 mi de plasma y c.b.p. 50 mi de PBSc, 

posteriormente se centrifugó a 500 X g durante 1 O minutos a temperatura ambiente. El 

sobrenadante se desechó, cuidando no remover la pastilla celular resuspendiendo en 

20 mi de plasma y c.b.p 50 mi de PBSc para centrifugarlo a 500 X g durante 1 O minutos 

a temperatura ambiente 2 veces. Se desechó el sobrenadante para resuspender la 

pastilla celular en 12 mi de medio CRPMI adicionado con 4% suero autólogo (SA) El 

cual se colectó de una manera aséptica a partir de sangre en tubos para vacutainer sin 

anticoagulante centrifugando 10 minutos a 200X g para separarlo. Se preparó en 44 mi 

de CRPMI, 6 mi de suero autólogo y se esterilizó por medio de filtración con un poro de 

20 µm en un tubo de propileno de 50 mi. La suspensión celular se transfirió a un matraz 

recubierto con teflón, con una capacidad de 50 mi e incubó a 37°C con una atmósfera 

de 5% de C02 y humedad las primeras 48 horas para permitir la adhesión de los 

monocitos, las células que no se adhirieron fueron removidas por medio de lavados, los 

monocitos adheridos fueron cultivadas durante 13 días cambiando el medio cada 4 días 

para obtener una población homogénea de macrófagos con medio CRPMI 12 % SA 

La obtención se realizó en el día 13, los matraces se colocaron en una cama de hielo 

durante 30 minutos. Las células se removieron golpeando la base del matraz contra una 
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superficie sólida . La suspensión de células se transfirió a un tubo de polipropileno de 15 

mi, y se realizó el conteo con un hemocitómetro. El número de células se obtuvo 

aplicando la siguiente fórmula . 

(a)(104)(b)=Total de macrófagos 

a= promedio de células contadas 

b= mi de medio en que están suspendidas 

Las células se resuspendieron a una concentración de 1x106 de células y se 

depositaron 10 µI en tres pozos de cada una de dos placas de Terasaki (Nunclon, Nunc 

Brand products, Nalge Nunc lnternational, Denmark Denmark) obteniendo un total de 

1X104 células por pozo. Las placas se centrifugaron a 1200 X g y se deposito una gota 

de agua destilada estéril en cada una de las esquinas para evitar la deshidratación de 

las células. Las placas se incubaron toda la noche a 37°C a una atmósfera de 5 % de 

C02 y humedad. 
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5.3 Ensayo bactericida 

El inóculo bacteriano se descongeló de la forma ya descrita y se centrifugó a 3300 X g 

durante 1 O minutos para finalmente ajustar la concentración bacteriana a 2 X 104 

bacterias/µ! para cada una de las cepas. 

Se retiró el agua de las esquinas de cada placa de Terasaki , así como el medio de los 

pozos para inmediatamente adicionar 5 µI de la suspensión bacteriana (1 X 104
} para 

alcanzar una multiplicidad de infección (MOi) de 1O:1. De igual manera se agregaron 5 

µI a 2 pozos sin células los cuales sirvieron como control del inoculo. Las placas se 

centrifugaron durante 1 O minutos a 300 X g agregando una gota de agua destilada 

estéril en cada una de las esquinas de ambas placas para incubarlas 4 horas en las 

mismas condiciones. 

5.3.1 Control inóculo 

Se tomaron 5 µI del inóculo con el que se infectaron los macrófagos y se depositó en un 

tubo con 197 µI de PBS 1 X, para realizar diluciones décuples seriadas y sembrar las 

diluciones 10-3 y 10-4 en cajas de petri con agar 7H 11 para verificar la concentración 

bacteriana. 

5.3.2 Evaluación del tiempo O (To) 

Transcurridas 4 horas que es el tiempo determinado para que los macrófagos fagociten 

a las bacterias. se retiró el medio de cada uno de los pozos excepto el del pozo con 

bacterias y se realizaron 5 lavados con 1 OµI de CRPMI a cada uno de los pozos para 

retirar las bacterias que no fueron fagocitadas ni adheridas a los macrófagos, para la 

placa del T 1 se depositaron 1 O µI de medio fresco en cada uno de los pozos excepto en 

el testigo incubando en las mismas condiciones durante 24 horas. Para determinar el 

porcentaje de bacterias fagocitadas en la placa correspondiente al T 0 , las células se 

lisaron al incubarlas con Tween 20 al 0.5% en una cantidad de 1 O µI por pozo durante 

1 O minutos a temperatura ambiente, el contenido de cada pozo , así como 2 lavados 

adicionales fueron transferidos a un tubo con 170µ1 de PBS obteniéndose un volumen 

final de 200 µI y se realizaron diluciones décuples seriadas , sembrándose 100µ1 en 

placas con medio 7H 11 enriquecido con 10% OADC Las placas se incubaron durante 3 

o 4 semanas a una temperatura de 37°C. 
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5.3.3 Evaluación del Tiempo1 (T1) 

Después de incubar 24 horas se depositó el contenido de cada uno de los pozos en 

tubos para diluciones conteniendo 160µ1 de PBS 1 X después se agrego a cada uno de 

los pozos con células 1 O~tl de Tween 20 al 0.5% y se incubó 1 O minutos a temperatura 

ambiente. El tween 20 se retiró y depositó en tubos de dilución al igual que los 2 

lavados con 1 O µI de PBS 1 X para obtener un volumen final de 200 µI , a partir del cual 

se hicieron diluciones décuples seriadas inoculando 100 ~ti de las diluciones 10·3 y 10·4 

de cada uno de los pozos en placas con medio 7 H 11 adicionado con 10% de OADC y 

se incubaron durante 3 a 4 semanas a 37ºC para finalmente determinar el numero de 

UFC. 

5.4 Análisis estadístico 

Cada experimento se realizó por triplicado en forma independiente y los resultados se 

expresan como la media en porcentaje. Las comparaciones entre medias se evaluaron 

con la prueba de ANDEVA para el contraste de hipótesis entre más de dos de medias y 

con la diferencia significativa honesta (DSH) de Tukey . Después del análisis de varianza 

el valor de a se fijó en 0.05 para todos los casos. La relación existente entre cada 

evento se evaluó con un análisis de regresión lineal simple, utilizando el programa SAS 

System far Windows versión 8.02 (SAS lnstitute lnc., Cary, NC, EUA) 91 
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6.0 RESULTADOS 

6.1 Evaluación de la fagocitosis 

A los resultados obtenidos cuatro horas después de la infección se les considero como 

fagocitosis . El grado de fagocitosis mostrado para cada cepa fue muy variable . El 50% de 

las cepas mostró un índice de fagocitosis de 3-4 bacterias/macrófago, 30% de los 

aislados mostró un índice de 1-2 bacterias por macrófago, mientras que el índ ice para el 

20% restante fue menor a una bacteria por macrófago (Cuadro 1 ). 

Cuadro 1. Promedio de los porcentajes de fagocitosis, Crecimiento intracelular y 

Supervivencia intracelular de cepas de Mycobacterium bovis 

Cepa Lugar Fagocitosis Crecimiento Supvncia 
9917 Jalisco 327.00 418.50 129.28 
9920 Jalisco 341 .67 382.00 111 .55 
9918 Jalisco 415.33 444.67 107 01 
9926 Jalisco 743.00 773.00 104.04 
9916 Jalisco 322.33 249.33 80.56 
9927 Jalisco 367.50 277.00 75.63 
9923 Jalisco 336.00 247.67 73.66 
9930 Jalisco 120.00 72.67 128.23 
9914 Jalisco 175.50 . 62.00 35.60 
9524 Edo de Mex 138.50 244.50 183.97 
C03 Edo de Mex 26.67 34.67 128.23 
C05 Edo de Mex 47.67 43.67 98.14 
9563 Edo de Mex 165.00 85.33 53.19 
163QP Qro 127.00 201 .00 158.62 
129QP Qro 86.67 97.33 111 .44 
T41C Torreón 56.50 57.00 101 .32 
T3 Torreón 123.50 84.00 69.11 
9912 Nayarit 221 .00 390 .00 176.46 

6.2 Evaluación de la supervivencia intracelular 

La supervivencia intracelular fue evaluada 24 horas después de realizar el T 0 La tasa de 

supervivencia intracelular observada también mostró una gran variación entre las cepas. 

En el 60% de la población se encontró una supervivencia intracelular positiva (> a 100%), 

mientras que en el 40 % de la población el crecimiento bacteriano fue menor al 100%, es 

decir, el número de bacterias fue menor a la MOi establecida . Los resultados fueron 

analizados utilizando la prueba de Tukey para identificar la presencia de diferencias 

significativas entre las cepas (Gráfica 1A, 18 y Figura 1A, 18) 
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Supervivencia intracelular >100% 

c ... 

Figura 1A. Cepas con una replicación mayor a 100 % después del T1 representando 

el 60% de la población. 

Supervivencia Intracelular <100% 

:a cos •9916 09921 09923 • n 09930 •9563 D99u 

Figura 18. Cepas con supervivencia menor a 100% representando el 40% de la 

población. 
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Figura 1A. Macrófagos sin infectar. 
Figura 18. Macrófagos T1 (24 
horas postinfección (las flechas 
indican: micobacterias fuera del 
macrófago. 

Con base en los resultados de ésta prueba las cepas que mostraron diferencias 

significativas (P< 0.05), se incluyeron en 2 grupos. El grupo 1 integra todas las cepas con 

supervivencia mayor a 111% y hasta 184% no existiendo diferencias estadísticas 

significativas entre cada una de ellas. Las cepas que pertenecen a este grupo fueron; 

9524, 9912, 163QP, 9917, C03, 9920, 129QP, las cuales representan el 45% de la 

población total. El grupo 2 asocia a las cepas con supervivencia menor a 110.9% y hasta 

35%. Las cepas incluidas en este grupo fueron; 9918, 9926, T41C, C05, 9916, 9927, 

9923, T3, 9930, 9563, 9914. Representando al 55% de la población (Gráfica 1). 

GRÁFICA 1. Supervivencia intracelular de cepas de Mycobacterium bovis 
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Los resultados de cada experimento están expresados en porcentajes y como la media de tres 
repeticiones en donde el 45 % de las cepas muestran una diferencia estadística significativa 
(encerrado en el recuadro) con respecto al otro 55%. 



En cuanto a las variables dependientes (fagocitosis y crecimiento intracelular) se realizó 

una correlación lineal para observar la influencia de una sobre la otra y entre cada uno 

de los grupos. La tendencia que existe entre el crecimiento y la supervivencia es positiva , 

a medida que aumenta el crecimiento intracelular aumenta la supervivencia para cada una 

de las cepas. Sin embargo, no existió una correlación directa entre la fagocitosis y el 

crecimiento intracelular y por lo que tampoco es directa para la supervivencia intracelular 

de cada una de las cepas. 
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7.0 DISCUSIÓN 

El género Mycobacterium está compuesto por bacterias que presentan una gran 

diversidad genética, en el trabajo de Sales et al (2001) 92 encontraron diversos genotipos 

para Mycobacterium bovis y Mycobacterium tuberculosis basándose en el polimorfismo de 

los genes pncA y oxyR , entre ambos géneros. En otro estudio realizado por Fleischmann 

et al (2001 ), 90 demostraron la presencia de polimorfismo en numerosos genes de 

Mycobacterium tuberculosis observando que algunos de estos repercuten directamente 

en la virulencia de este género. Por su parte, Milián Suazo et al (2001) 93 evidenciaron la 

presencia de diferentes genotipos de M. bovis en la republica mexicana mediante la 

técnica de tipificación por espaciadores. Los resultados de este estudio muestran de igual 

forma una gran variación en la fagocitosis y la supervivencia intracelular de las cepas de 

M. bovis estudiadas apoyando de esta forma la hipótesis de la diversidad genética del 

género Mycobacterium. 

La entrada de la bacteria a la célula es mediada por receptores, Al existir diferencias 

estadísticas en cuanto a la fagocitosis, estos resultados nos sugieren que algunas cepas 

se fagocitan más que otras por lo tanto se puede suponer que es importante la vía de 

entrada de la bacteria a la célula, ya que existen diferentes formas en la que esta bacteria 

se puede fagocitar, los principales receptores involucrados en la fagocitosis bacteriana 

son ; de manosa, del complemento CR1, CR3, CR4 y receptores WC1 , WC2. 14
·
17 Algunos 

de los componentes bacterianos que son reconocidos por estos receptores incluyen a las 

lipoarabinomananas, el antígeno 85 y la proteína de 19 kDa que son inmunógenos 

importantes, y pueden ser tal vez la cantidad de éstas estructuras lo que determina la 

afinidad para la fagocitosis . 

Las diferencias estadísticas mostradas en la supervivencia intracelular pueden ser 

correlacionadas directamente con diferencias en el grado de virulencia para cada grupo 

antes mencionado ya que se a observado en el caso de M. tuberculosis que existen 

diferencias en el grado de virulencia y de respuesta inmune dependiendo de la cepa , 

Zanhg et al ( 1998) 94 establecen un precedente al identificar diferencias fenotípicas para 

genotipos distintos en macrófagos de humano, ya que comparan dos genotipos distintos 

obtenidos de pacientes con signologías parecidas encontrando diferencias en los ensayos 

de supervivencia intracelular. López et al (2003) 95 confrontan diferentes genotipos de 

Mycobacterium tuberculosis en tres experimentos distintos en un ensayo microbicida con 
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macrófagos de ratón , así como un modelo de infección in vivo. Sus resultados 

demuestran que hay diferencias marcadas en la patogenia de la enfermedad cuando 

comparan distintos genotipos, mientras que la diferencia desapareció cuando utilizaron 

bacterias del mismo genotipo. 

Al existir en este estudio una correlación positiva entre la fagocitosis y la supervivencia 

intracelular, se puede inferir que las cepas que tuvieron una mayor replicación son más 

virulentas ya que estarán evadiendo los mecanismos de defensa del macrófago, tal es el 

caso de las cepas 9524, 9912, 163QP, 9917, C03, 9920, 129QP y 9918. Esta inferencia 

se ve apoyada por los resultados de estudios previos donde se utilizaron los ensayos 

microbicidas con macrófagos de bovinos clasificados como naturalmente resistentes a la 

infección por M. bovis, encontrando que la cepa avirulenta M. bovis BCG mostró un 65% 

de supervivencia en todos los casos, mientras que una cepa virulenta aislada de las 

lesiones tuberculosas de una vaca mostró una supervivencia de 106% o superior 96
· 

97 Al 

combinar ambos resultados. es posible teorizar que la supervivencia intracelular de una 

cepa puede ser utilizada para predecir la virulencia de las cepas de M. bovis. Por lo tanto, 

se sugiere el uso de los ensayos microbicidas como uno de los parámetros que 

permitirian identificar el grado de patogenicidad de cepas de M. bovis aisladas de lesiones 

tuberculosas. 

En este estudio se encontró una relación directa en el origen geográfico y los porcentajes 

de fagocitosis, así como de supervivencia intracelular, sobre todo en las cepas 

provenientes de Jalisco, por lo que se puede suponer que en este caso pueda existir un 

parecido en el genotipo de éstas cepas. Por lo tanto, sería recomendable genotipificar 

éstas cepas para investigar esta posibilidad. 

Los resultados del presente trabajo demuestran que no existe una correlación directa 

entre la fagocitosis y la supervivencia intracelular en las diferentes cepas de 

Mycobacterium bovis procedentes de distintos lugares geográficos Este fenómeno nos 

puede indicar que cada evento es independiente, es decir las cepas que meior se 

fagocitaron no van a replicarse intracelularmente mejor, sino tal vez dependerá de 

algunas características de las cepas para multiplicarse mejor intracelularmente 
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Dentro de las ventajas de este modelo in vitro esta la obtención de resultados rápidos al 

compararlos con una infección experimental, además de ser un método que requiere 

menor infraestructura al compararlo con infecciones in vivo, ya que para enfermedades 

zoonóticas se necesita de unidades de aislamiento. Otra ventaja que surge de este 

ensayo es el trabajar con células de la especie en la cual causa mayor impacto por lo que 

los resultados se aproximan más a la realidad de la enfermedad. 

Las desventajas que tiene el modelo es el no contar con una línea celular de macrófagos 

bovinos por lo que se tienen que aislar las células cada vez que se realiza un ensayo 

bactericida. Además, en el caso de la tuberculosis bovina para estudiar la fase de 

persistencia de la enfermedad no se considera útil por la cantidad de eventos celulares 

que intervienen en este proceso y aunque se ha comprobado que el macrófago en ambas 

etapas juega un papel importante se ha comprobado que en la fase de persistencia otros 

tipos celulares son de vital importancia para el transcurso de la patogenia , tal es el caso 

de los linfocitos y células dendríticas. 
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8.0 CONCLUSIONES 

1. Existen diferencias en la fagocitosis de las cepas de M. bovis 

2. Existen diferencias en cuanto a la supervivencia intracelular de diferentes cepas, 

provenientes de diferentes lugares geográficos. 

3. No hay una correlación directa entre el lugar de origen y la supervivencia 

intracelular. 

4. No existe una correlación directa entre fagocitosis y supervivencia intracelular. 

5. Existe relación entre crecimiento intracelular y supervivencia intracelular. 

6. El ensayo microbicida se puede utilizar como una de las técnicas in vitro para 

predecir diferencias en el grado de patogenicidad de cepas de M. bovis 
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9.0 PERSPECTIVAS 

1. Con los resultados obtenidos en este estudio la primera de las estrategias a seguir 

es saber el origen genético de las cepas, para formar grupos con características 

filogenéticas parecidas y compararlas con origen geográfico y porcentajes de 

supervivencia intracelular. Algunas técnicas utilizadas para Mycobacterium bovis 

son el spoligotyping y el RFLP. 

2. Otro punto que se debe de cubrir es hacer infecciones in vivo para caracterizar la 

virulencia de cada cepa y compararla con los resultados obtenidos en los ensayos 

microbicidas midiendo la producción de citocinas e interleucinas en líneas de 

ratones resistentes y susceptibles 

3. Analizar la expresión de genes, tanto de la bacteria hacia el hospedero, así como 

del hospedero hacia la bacteria, en infecciones in vitro. 

4. Evaluar si la vía fagocítica es determinante en la resistencia o susceptibilidad del 

hospedero. 
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Anexo 1 

PERCOLL-STOCK 

Percoll comercial 1 

NaCI 1.5 M + NaH2P04 

GRADIENTE DE PERCOLL. 

10 partes 

1 parte 

Para la recuperación de los monocitos por centrifugación isopígnica, se necesitó una 

suspensión de Percoll con una gravedad especifica similar a la de las células a separar. 

Se requirió utilizar la suspensión de Percoll-trabajo a una gravedad especifica (GE) de 

1.0770. Para lo cual se añadió al Percoll-stock una serie de soluciones en donde cada 

una de ellas posee una GE particular y así finalmente se obtiene la GE deseada. Sin 

embargo, las GE de cada solución adicionada puede equivaler al índice de Refracción 

(IR) de las mismas y con éste índice obtener los mismos resultados que al utilizar las GE . 

El RI del Percoll-trabajo equivalente a la GE=1.0770 es el Rl=1.3460 y es el que se buscó 

obtener al final para poder realizar la centrifugación isopígnica con Percoll. 

Las sustancias o soluciones que son necesarias para preparar el Percoll-trabajo son : 

Percal! stock (10:1), albúmina sérica bovina al 5% (BSA 5%), Citrato de Sodio 130 mM 

(Citrato) y solución amortiguadora de fosfatos (PBS 1 X) . 

Sustancia GE RI* 

BSA5% 1.0227 = 1.3415 

Citrato 1.0219 = 1.3388 

PBS 1 X 1 0056 = 1.3349 

Percoll-stock 1 1245 = 1.3530 

Final 1 0770 = 1.3460 

* variación máxima deseada de ± O 0001 . 

1 Perco ll®. Pharmacia Biotech AB.Uppsa la, Suiza. Código No. 17-0891 -0 l. 
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Para calcular los volúmenes de cada una de las anteriores soluciones que se deben 

adicionar para obtener el volumen final de la suspensión de Percoll-trabajo, se resuelve la 

siguiente fórmula : 

Xa + 0.1b + 0.1c + (0.8-X)d = 1.077-1 

donde: 

X= mi de PBS por mi de suspensión final 

a= GE del PBS - 1 

b = GE de la BSA - 1 

c =GE del Citrato - 1 

d =GE del Percoll -1 

Determinar los volúmenes de cada sustancia : 

Volumen 

en mi 

PBS 

BSA 

Citrato 

Percoll 

= 

= 

= 

= 

(X)(Volumen final en mi) 

0.1 (Volumen final en mi) 

0.1(Volumen final en mi) 

(0.8 - X)(Volumen final en mi) 
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Anexo 2 

SOLUCIONES. 

ANTICOAGULANTE ACD 

Citrato trisódico 

Acido cítrico 

Glucosa (dextrosa) 

Agua destilada c.b.p. 

pH inicial 5.0 

22.0 gs 

8.0 gs 

24.5 gs 

1000.0 mi 

Esterilizar por filtrado en poro de 22µm. 

PBS 10 X 

Cloruro de sodio 87.7 gs 

Fosfato de sodio monobásico 1.5 gs 

Fosfato de sodio dibásico 13.0 gs 

Agua destilada c.b.p. 1000.0 mi 

Esterilizar por filtrado en poro de 22µm. 

PBS 1 X 

PBS 10 X 

Agua destilada c.b.p. 

100.0 mi 

1000.0 mi 

Ajustar a pH 74 y filtrar en poro de 22µm. 

CITRATO 

Acido cítrico trisódico 

Agua mQ c.b.p. 

38.23 gs 

1000.0 mi 

o 
Esterilizar por filtrado en poro de 22~1m . 

PBS-CITRA TO 

PBS 10 X 100.00 mi 

Acido cítrico trisódico 3 72 gs 

Agua cbp 1000 o mi 

o 
Ajustar a pH 74 y filtrar en poro de 22µm 
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NaCI 1.5 M + NaH2 

Cloruro de sodio 

Fosfato se sodio monobásico 

Agua c.b.p. 

CRPMI 

RPMI medium 16402 

L-glutamina 

MEM-no aminoácidos 

esenciales 

Piruvato de sodio 

8.77 gs 

1.20 gs 

100.00 mi 

500.0 mi 

5.5 mi 

5.5 mi 

5.5 mi 

12.0 Bicarbonato de sodio al 7 .5% 

Esterilizar por filtrado en poro de 22µm. 

mi 

BSA 5% (p/v) 

Albúmina sérica bovina 

cristalina 

Agua destilada estéril c.b.p. 

50.0 gs 

1000.0 mi 

Esterilizar por filtrado en poro de 22µm. 

TWEEN 20 AL 0.5% 

Tween20 

Agua destilada estéril c.b.p. 

0.5 mi 

99.5 mi 

Esterilizar por filtrado en poro de 22µm. 

PERCOLL-STOCK 

Percoll comercial3 10 parte 

s 

1 parte 

2 Gibco BRL, Lite Technologies, Grand lsland, N.Y , USA 
.i Percoll®. Pharmacia Biotech AB.Uppsala, Suiza. Código No. 17-0891-01 . 

37 



REACTIVOS 

Nombre común Fórmula química Proveedor No. de catálogo 

Albúmina bovina Fracción V No disponible SIGMA A-9418 

Acido cítrico CsHs01 SIGMA C-0759 

Acido cítrico sal trisódica CsHs01Na3•2H20 SIGMA C-8532 

Bicarbonato de sodio NaHC03 SIGMA S-4019 

Cloruro de sodio NaCI SIGMA S-3014 

E-toxa-clean No disponible SIGMA 210-3 

Fosfato de sodio dibásico Na2HP04 SIGMA S-3264 

Fosfato de sodio monobásico NaH2P04 SIGMA S-5011 

Glucosa (dextrosa) CsH12Üs SIGMA G-7021 

Griess. reactivo No disponible SIGMA G-4410 

L-glutamina 200 mM No disponible GIBCO 25030-081 

MEM aminoácidos no 
No disponible GIBCO 11140-050 

esenciales 

Nitrito de sodio NaN02 SIGMA 251-4 

Piruvato de sodio C3H303• Na GIBCO 11360-070 

Tween20 No disponible SIGMA P-2287 

Tweenso No disponible SIGMA P-4780 
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