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RESUMEN 
El objetivo del estudio fue comparar el método manual tradicional con el método 

automatizado utilizando la hemolisina de Bacillus spp cepa RCC7 que causa lisis selectiva de 

eritrocitos  de Gallus gallus. 

Se utilizaron 12 muestras de sanguíneas provenientes del laboratorio de diagnóstico 

DIVET ® de Cuautitlán Edo. de México, las muestras de sangre se les realizó el conteo de 

leucocitos y eritrocitos mediante 4 métodos. El conteo manual tradicional mediante la técnica 

de Natt y Herrick, el conteo manual utilizando la hemolisina de Bacillus cereus cepa RCC7, en 

un contador electrónico de manera convencional como en los mamíferos, utilizando la 

hemolisina como prelisante, De acuerdo a los resultados obtenidos se observó que en el 

contador automatizado se puede realizar la cuenta de eritrocitos sin usar algún prelisante y 

para los leucocitos utilizando la hemolisina HBL de Bacillus cereus se puede realizar el conteo 

de leucocitos, sin embargo, es necesario purificar la hemolisina. 
 

Palabras clave: Bacillus cereus, leucocitos, Gallus gallus, hemolisina.  
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I. INTRODUCCIÓN 
La biometría hemática  es el estudio de las células sanguíneas en los 

animales en vivo, este estudio incluye determinaciones de eritrocitos, leucocitos y 

plaquetas o trombocitos. 1 

En la actualidad las determinaciones pueden ser realizadas por métodos 

manuales o mediante contadores electrónicos. En ambos métodos se requiere que 

los eritrocitos sean lisados para permitir el conteo de los leucocitos, en el caso de 

los mamíferos que tienen eritrocitos sin núcleo este proceso es relativamente 

sencillo, sin embargo, en el resto de las especies animales la lisis de eritrocitos es 

difícil llevar a cabo, por lo que se requieren acciones indirectas para poder calcular 

el número de leucocitos. Tinciones como Wright´s y May-Grunwald-Giemsa son 

más útiles y proveen mejor diferenciación de leucocitos, trombocitos y eritrocitos 

inmaduros.1 

 

HEMATOLOGÍA AVIAR 
Eritrocitos 

Los eritrocitos de las aves son de forma elíptica con núcleo oval, localizado 

en el centro, típicamente los eritrocitos tienen un color uniforme.  

         Los eritrocitos y trombocitos sanguíneos tienen núcleo. La vida media de un 

eritrocito de aves es 35 días.2 

La función principal asociada con estas células es el transporte de oxígeno, 

pero también se le atribuye la interacción con el sistema inmunológico. Algunos 

estudios reportan que los eritrocitos de los vertebrados son capaces de respuestas 

funcionales a la infección viral.3 

En aves de un día de nacimiento la sangre representa un 8.7% del peso 

corporal y este porcentaje va disminuyendo con la edad, siendo de un 4.6% del 

peso vivo al momento de alcanzar su madurez sexual.4  

         Se han realizado distintos estudios acerca del citoesqueleto de eritrocitos 

nucleados, utilizando eritrocitos de Galeorhinus galeus (cría de tiburón) donde 

evaluaron las bandas marginales (BM), en donde los resultados apoyan la idea de 
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que la principal función de las BM en los eritrocitos maduros, es resistir la 

deformación.5 

         Leucocitos 
         Los leucocitos (Figura 1) cumplen una función defensiva frente a la entrada 

de partículas extrañas en el organismo. La cantidad de ellos en la sangre se 

mantiene constante en casos normales por que los productos resultantes de su 

desintegración, ejercen una acción estimulante en la neoformación, esta 

constancia de células constituye la formula leucocitaria normal, pudiendo estar 

alterada bajo condiciones anormales por ejemplo las que ocurren con severas 

toxemias o asociadas con una infección aguda.  

       La leucocitosis es provocada por bacterias, hongos, pueden ser el resultado 

de traumas en tejidos con necrosis masiva, neoplasia con necrosis extensiva en 

tejidos.  

       En contraste una heterofilia con una leucocitosis total es posiblemente un 

indicador de una infección subaguda.  

       La leucocitosis puede resultar del uso de glucocorticoides o como resultado 

del estrés, sin embargo, en este caso la leucocitosis es usualmente de leve a 

moderada, si la heterofilia es dominada por heterófilos inmaduros puede indicar 

una severa infección la cual destruye un gran número de la población de 

heterófilos maduros resultando en la rápida movilización de las células inmaduras 

de tejido hematopoyético en la cavidad medular.6 

         Heterófilos 
Los heterófilos son células polimorfonucleares, en tejido vivo usualmente 

son redondos, presentan cuerpos fusiformes o baciloides dentro del citoplasma, 

que adquieren una coloración ácida con distintas tinciones rutinarias.6 

Los heterófilos forman la primera línea de defensa contra la invasión de 

patógenos microbianos, tienen capacidad fagocitica, en sus gránulos contienen 

fosfatasa ácida, β-glucoronidasa, estereasa inespecífica, pero en contraste a lo 

neutrófilos de mamíferos, carecen de mieloperoxidasa y dependen primariamente 

de mecanismos no oxidativos para la actividad antimicrobiana. Las betas 
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defensinas encontradas en gránulos de heterófilos pueden matar una gran 

variedad de bacterias patógenas.7 

La activación de heterófilos es por  patógenos o por citoquinas que inducen 

la expresión de varias citoquinas proinflamatorias las IL-1, IL-6 e IL-8.8 

Durante la entrada de microbios a el pulmón, hay una entrada de heterófilos, 

y componentes complementarios de la sangre. La entrada de heterófilos es la 

primera línea de defensa celular en el tracto respiratorio debido a la ausencia de 

fagocitos pulmonares.9 

También, heterófilos  recuperados por lavados  respiratorios aumentan a 

partir del 1 día de infección post-IBV y llegan a un pico a los 3 días después de la 

infección.10  

Heteropenia: Este puede ocurrir como una temprana infección viral.11 

Monocitos 

Provienen de la médula ósea en donde se encuentran en forma de 

promonocitos, ocasionalmente están en tejidos para una posterior diferenciación a 

macrófagos maduros6, son células grandes, su citoplasma es poco abundante y su 

núcleo de contorno irregular 12, tienen una exitosa respuesta a infecciones de 

bacterias. Sin embargo un monocito tarda de 4 a 5 días en madurar; estas son 

células que relativamente tienen una larga vida y pueden sobrevivir hasta 45 días. 

Chlamydophila puede ser fagocitada por estas células sin embargo permanece 

viable dentro de los monocitos alrededor de 45 días.11 

Eosinófilos 

 Los eosinófilos poseen gránulos redondos, citoplasma azulado. Las aves 

rapaces sanas poseen un número elevado de eosinófilos. 

Un incremento en eosinófilos, no necesariamente indica una infestación 

parasitaria. Esto también puede ser indicativo de un retraso de hipersensibilidad. 

         Basófilos 

Célula de pequeño tamaño con gránulos intensamente basófilos. 

Este leucocito se cree que lleva la misma función en aves como en 

mamíferos, empiezan involucrados en la fase temprana de inflamación aguda y 

reacciona en neoplasmas.13 
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Linfocitos 

Posee un núcleo normalmente redondo y central, con cromatina 

condensada. Citoplasma basófilo. Se diferencian tres poblaciones celulares 

(medianos, pequeños y grandes). 

         Linfopenia: Este usualmente indica una infección viral crónica que pudo ser 

causada por estrés continuó exceso de corticoides 

Trombocitos. 

Trombocitosis. Es respuesta a una infección bacteriana o como resultado de 

una hemorragia excesiva.  

Trombocitopenia: Resultado de una severa septicemia o pobre colección en 

la técnica de obtención de sangre.11 

Conteo de leucocitos 

El sistema Unnopette 365877 se desarrolló originalmente para determinar 

los eosinófilos en hematología humana, pero se ha empleado para hacer el conteo 

de leucocitos totales en aves. En este sistema se utilizan 25 µL de sangre 

completa y 0.755 mL de diluyente Floxina B al 1%, a una dilución de 1:32. 

Para hacer el conteo diferencial y el conteo absoluto de leucocitos, el frotis 

debe examinarse 1,000 x. La zona topográfica recomendada es el borde del frotis 

de sangre. 

En términos generales deben contarse 100 leucocitos y clasificarse según 

las características morfológicas y de tinción. El conteo de leucocitos diferencial se 

expresa como un porcentaje de los grupos de células individuales. El porcentaje 

de cada grupo celular se convierte en números absolutos haciendo referencia a 

los leucocitos totales utilizando la siguiente formula: 

 

% de leucocitos contados x leucocitos totales  = n°absoluto x 109L 

100 

Las tinciones que se utilizan habitualmente incluyen Wright, Giemsa, Wright-

Giemsa, Leishman, Wright-Leishman,  Grünwald y May-Grünwald-Giemsa. 
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Conteo de trombocitos. 

El conteo de trombocitos se realiza cuando se hace el conteo diferencial de 

leucocitos.  

Fragilidad osmótica del eritrocito. 

Es la medida de resistencia de los eritrocitos a la hemólisis por estrés 

osmótico. La capacidad de los glóbulos rojos de mamíferos para resistir la 

hipotonicidad viene dada por su forma bicóncava, lo que le permite que la célula 

pueda aumentar su volumen hasta un 70% antes que la membrana celular 

expandida se lise. 14 

La fragilidad osmótica puede ser expresada como la concentración de NaCl 

que causa el 50% de hemólisis (Figura 2). 

Bacillus cereus 

Es un bacilo gram positivo esporulado, anaerobio facultativo, β hemolítico en 

agar sangre de carnero, la destrucción tisular está mediada por enzimas 

citotóxicas como la cereolisina y la fosfolipasa C.15 

Las hemolisinas son proteínas que pueden alterar las membranas de las 

células huésped debido a un efecto enzimático o detergente. Esta actividad 

hemolítica se demuestra en el laboratorio por la lisis que tiene lugar alrededor de 

las colonias de bacterias cuando crecen en agar sangre. Para los 

microorganismos es importante la capacidad de producir hemolisina para alterar la 

membrana citoplasmática de los fagocitos, comprometiendo así la acción de estas 

células.16 

Bacillus cereus produce varios factores de virulencia, entre los cuales se 

incluyen: la enterotoxina Nhe es sintetizada y liberada durante la fase de 

crecimiento logarítmico a una temperatura de 32º a 37º 17, está compuesta de tres 

genes NheA, NheB y NheC, un incremento de la NheC  reduce la actividad 

toxica18, la actividad citotóxica de Nhe en células epiteliales ha sido demostrada 

debido a una lisis osmótica coloidal seguida la formación de poros en la 

membrana plasmática.19  

La hemolisina BL es un sistema lítico de membrana, compuesto de 3 

proteínas antigénicamente distintas llamadas B, L1, L2  (35, 36, y 45 KDa, 
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respectivamente) 20, estas tres proteínas son secretadas independientemente y las 

tres son necesarias para la máxima actividad biológica, se ligan a los eritrocitos 

independientemente y la asociación en la membrana de los componentes BL 

forman un complejo de ataque, que causa lisis por un mecanismo de coloide 

osmótico 21, en donde el componente B se liga a la célula blanco permitiendo al 

componente L ligarse y aumentar la permeabilidad resultando en hemólisis 20. 

La Cereolisina O  (Hemolisina l) es una toxina formadora de poros largos, 

tiene la propiedad de adherirse selectivamente al colesterol en la membrana de las 

células eucariotas, consiste en formar una interacción como monómero, con las 

células blanco por su receptor  de colesterol, siguiendo una subsecuente 

oligomerización y la inserción en la membrana celular. Este proceso resulta en 

serios daños  a la membrana, con la formación de poros largos excediendo 150 A 

que hace a la membrana celular permeable a pequeños solutos y largas 

macromoléculas, así conduce a la célula a una muerte rápida 22, ésta emplea un 

amplia acción citolítica in vitro en células de mamífero, in vivo es hemolítica y con 

frecuencia tiene efectos sublíticos importantes en leucocitos y en la función de los 

macrófagos.23 

Hemolisina ll (Toxina β-barril) es formadora de poros de la familia α –

hemolisina de estafilococo, por lo general su actividad no es afectada por el 

colesterol 24, interactúa con macromoléculas de liposomas para formar 

heptámeros ordenados uniéndose con un poro de un diámetro interior de 1.5 a 2 

nm y un diámetro exterior de 6 a 8 nm. Esta hemolisina es dependiente de la 

temperatura y las estructuras que forman poros varían entre la temperatura de 4 C 

º y 37 C º. Los canales formados por Hemolisina ll son selectivos de aniones en 

bicapas de lípidos y muestran una creciente conductancia conforme la 

concentración de sal se incrementa. La primera interacción de la hemolisina ll con 

la membrana no depende de la temperatura, en el primer tiempo si hay una alta 

concentración de sal los poros de la hemolisina ll inducen un bajo voltaje y se 

observa un bajo potencial negativo25. 

Hemolisina lll es dependiente de la temperatura, se une y forma poros y lisa 

eritrocitos 26. 
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Citotóxina K es una proteína citotóxica  de 34 kDa necrótica y hemolítica 

similar a la α-hemolisina de Staphylococcus aureus 27. Esta citotoxina puede estar 

en 2 formas la CytK 1 y  CytK 2.18  

Esfingomielinasa induce hemólisis en eritrocitos de oveja los cuales 

contienen grandes cantidades de esfingomielina 28. 

Cereolisina AB es un complejo citolítico de fosfatidilcolina hidrolasa y 

esfingomielinasa que actúan  juntos en la hemólisis 29, fosfatidilcolina y 

esfingomielinasa, rompen las porciones lipídicas que sirven para fijar las proteínas 

de la superficie celular, comprometiendo la integridad de la membrana celular y 

alterando las capacidades regenerativas de las células lesionadas 30; la acción 

cooperativa de la fosfatidilcolina y la esfingomielinasa son necesarias para la lisis 

de eritrocitos de cerdos y humanos (22-31% fosfatidilcolina y 28-25% 

esfingomielinasa).  

La Fosfatidilcolina aumenta el efecto hemolítico de BL solo en células que 

contienen una cantidad significativa de fosfatidilcolina (cerdos 22%; humanos 

31%) 31, la fosfatidilcolina inhibe el efecto hemolítico de BL en eritrocitos de oveja 

(<2% fosfatidilcolina) y aumenta el modelo de hemólisis discontinuo que es 

característico de BL en agar sangre de carnero 31; la Fosfolipasa es similar a la α-

toxina de Clostridium perfringes.32 

Enterotoxina T tiene una actividad biológica similar a BL y a la Nhe. 33 

Toxina emética su producción ocurre en la fase estacionaria 34. Esta toxina 

actúa como un ionoporo catión, se va a la valinomicina, y después inhibe la 

actividad mitocondrial por inhibición de la oxidación acida de la grasa 35. 

Anticoagulantes 
EDTA 

Ejerce una acción uniendo con fuerza el calcio iónico del plasma, lo que 

bloquea de forma eficaz la coagulación y la agregación  de plaquetas, los cuatro 

hidrógenos simétricos de este pueden sustituirse por potasio, sodio o litio para 

formar sales más solubles. 

Efecto quelante sobre el Ca ++, fijándolo pero sin llegar a precipitarlo 36. 
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En algunas aves y reptiles la sangre se hemolisa cuando se recolecta con 

EDTA. En estas especies suele emplearse heparina como anticoagulante. El 

inconveniente de emplear heparina es que los leucocitos no se tiñen tan bien y 

que las plaquetas se agregan más que en la sangre conservada en EDTA 37. 

Heparina. 

Es el único anticoagulante fisiológico. Sin embargo existe de manera 

sintética en forma Li, Na, K o amonio. Actúa como antitrombina, evitando la 

formación de trombina y por lo tanto de fibrina. Los leucocitos no se tiñen tan bien, 

y las plaquetas se agregan más que en la sangre conservada con EDTA. 

La unión de la heparina a la antitrombina lll acelera mucho la inhibición de la 

trombina por ello la coagulación; también se inhiben los factores de coagulación 

lXa, Xa y el complejo Vll-TNF 37. 

Citrato de sodio. 

Forma complejos con el calcio del plasma. El citrato ayuda a evitar el rápido 

deterioro de los factores lábiles de la coagulación, como los factores V y Vll. 

Produce contracción eritrocitaria con lo cual diluye el plasma. No sirve para 

ver morfología celular, ya que desarrolla con rapidez eritrocitos dentados, 

artefactos y deformación de células sanguíneas  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

II. ANTECEDENTES 
Mast et al., 1998 realizaron la diferenciación de monocitos de ave por 

citometría de flujo. 38 
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Post et al., 2003 evaluaron el método automatizado utilizando el Cell-Dyn 

3500 para determinar la cantidad de glóbulos blancos en relación con la 

corticosterona. Donde encontraron diferencias significativas entre conteos 

microscópicos y  conteos en el automatizado para el porcentaje de monocitos y 

basófilos.39 

Uchiyama et al., 2005 Realizaron un estudio en células de Gallus gallus, en 

donde las células sanguíneas de codorniz fueron teñidas con colorantes 

fluorescentes lipofilicos (DiOC6(3)), el conteo absoluto de eritrocitos, granulocitos, 

monocitos, fue obtenido por citómetro de flujo, en este método se observó que no 

se  pudo distinguir entre linfocitos y trombocitos; debido a que hay afinidad distinta 

por las membranas para los diferentes grupos celulares, y de acuerdo a lo 

reportado puede ser aplicado a diferentes especies de aves.40 

 

Viertlboeck y Göbel en 2007, utilizan un colorante fluorescente específico 

anion-lipófilico DiOC6 (3) para la diferenciación y conteo de trombocitos de 

codorniz y células sanguíneas de pollo.41 

 

Boever et al., en 2009 identifican por citometría de flujo las subpoblaciones 

de leucocitos de sangre de pollo y trombocitos para este trabajo se desarrolló un 

anticuerpo anti-pollo CD45 marcado con ficoeritrina para distinguir los leucocitos 

de núcleos de eritrocitos. Los leucocitos y trombocitos eran identificados mediante 

una combinación de su positividad CD45 y su dispersión lateral.42 

 

La identidad de las células CD45+ fue confirmada por la clasificación de  

subpoblaciones y posterior evaluación por microscopía de luz. 

 

Weiss (2010) reporta que la citometria de flujo ha sido utilizada para el 

conteo de glóbulos blancos en codornices, gansos y gallinas. La técnica se basa 

en la diferente afinidad de los eritrocitos y los tipos de leucocitos por los tintes 

lipofílicos tal como la 3,3-dyhexylocarbocyanine (DiO) 6(3), permitiendo la 
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separación de las células de acuerdo a su fluorescencia. La incorporación de esta 

rutina en hematología es limitada por la necesidad de anticuerpos específicos de 

especie para los antígenos de leucocitos y la necesidad de tener un citómetro de 

flujo.43 

Cofas 2011 evaluó diferentes métodos de lisis selectiva en células 

sanguíneas de ave, para permitir la destrucción de eritrocitos nucleados sin afectar 

a los leucocitos, en este trabajos se aisló y caracterizó la cepa bacteriana RCC7 

de Bacillus cereus que causó la hemólisis deseada, sin afectar a los leucocitos, 

logrando obtener un método de lisis distinto, para la cuantificación de leucocitos de 

aves, a partir de hemolisinas obtenidas.43 

En el 2011, Álvarez evaluó el sobrenadante de cultivo de 3 cepas diferentes 

de Bacillus cereus en sangre de Iguana iguana, obteniendo un mejor efecto con la 

cepa RCC7 de Bacillus cereus, sin embargo el sobrenadante de cultivo alteraba la 

forma de los glóbulos blancos.44 
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lll.     JUSTIFICACIÓN 

La biometría hemática en Gallus gallus se realiza de forma manual, de tal 

manera que en la actualidad no se realiza el conteo mediante aparatos 

automatizados, debido a que el núcleo de los eritrocitos de aves provoca que el 

método automatizado utilizado en otras especies con eritrocitos anucleados 

provoque lecturas erróneas. 
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IV      HIPÓTESIS  
 

La hemolisina HBL de Bacillus spp RCC7 causará la lisis selectiva de 

eritrocitos sin afectar los leucocitos de ave (Gallus gallus), lo que permitirá realizar  

conteos de leucocitos en equipos automatizados. 
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V.       OBJETIVOS  
 
V. a    Objetivo general 
 

Obtener la hemolisina de Bacillus spp cepa RCC7 que causa lisis selectiva 

de eritrocitos de Gallus gallus, para realizar el conteo leucocitario mediante 

aparatos automatizados. 

 
V. b    Objetivos particulares 
 

1. Caracterizar bioquímicamente la cepa de Bacillus spp RCC7 

2. Estandarizar una prueba de determinación de la actividad hemolítica 

de Bacillus spp. 

3. Separar la proteína con actividad hemolítica de Bacillus spp cepa 

RCC7, que causa lisis selectiva de eritrocitos de ave (Gallus gallus). 

4. Establecer la concentración óptima adecuada de la hemolisina para 

lisar eritrocitos de ave (Gallus gallus) sin afectar morfológicamente a los 

leucocitos. 

5. Determinar el uso de la actividad hemolítica en la técnica manual y 

comparar el método manual tradicional con el método automatizado 

utilizando la hemolisina de Bacillus spp cepa RCC7. 
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VI.  METODOLOGÍA, RESULTADOS, DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN 
CARACTERIZAR BIOQUÍMICAMENTE A LA CEPA DE Bacillus spp RCC7 

El presente trabajo se realizó en la Facultad de Estudios Superiores 

Cuautitlán (UNAM) en la Unidad de Investigación Multidisciplinaria en Salud 

Animal (UIMSA) en el laboratorio 3 y 14; en el Laboratorio Clínico de la Facultad 

de Medicina Veterinaria y Zootecnia y en el laboratorio 2 de Biología Molecular de 

la Facultad de Medicina de Veterinaria y Zootecnia  ubicados en la carretera 

Teoloyucan. Estado de México. 

 
Vl. a Metodología  

La cepa de Bacillus spp  RCC7 fue obtenida del cepario del laboratorio 3 de 

la UIMSA aislada de las heces de un ave (Gallus gallus)  por  Cofas 43  esta cepa 

se encontraba en un vial de medio especial de mantenimiento, fue resembrada por 

estría en medio sólido Agar Soya Tripticaseína (AST) BBL® preparado de acuerdo 

a las especificaciones del fabricante; esta cepa se identificó mediante las 

siguientes pruebas: tinción de Gram, motilidad Indol Ornitina (MIO) BBL ®, Lisina 

Hierro Agar (LIA) BBL ®, Triple azúcar hierro (TSI) BBL ®, licuefacción de gelatina 

BBL ®, citrato de Simmons ®, MR-VP, urea, glucosa, manitol, arabinosa, xilosa 46, 

degradación de lecitina en Agar yema de huevo de acuerdo con la Comisión 

Internacional de Especificaciones Microbiológicas ICMSF 2000 de cada 

observación se realizaron 6 repeticiones. 

El laboratorio 5 (COVEMI) de la Universidad  Complutense de Madrid donó 

una cepa de Bacillus cereus que fue aislada de un animal con diarrea, a esta cepa 

se le realizaron las mismas pruebas que a la cepa de Bacillus spp RCC7 y fue 

usada como cepa de referencia. 

Vl. b Resultados. 
La morfología que se observó de la cepa de Bacillus spp RCC7 al ser 

sembrada en AST fue de colonias de 2 a 4 mm de diámetro, redondas, elevadas, 

irregulares, blancas, opacas, mucoides, se observaron bacilos Gram negativos. 

Mientras que al ser sembradas en MYH se observó un halo blanquecino alrededor 

de las colonias, el medio sin variación de color, en agar sangre se observó un halo 
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hemolítico alrededor de las colonias, los resultados de las pruebas bioquímicas 

realizadas se observan en la Cuadro 3. 

Vl. c Discusión 
De acuerdo con Mc Faddin 45 Bacillus cereus es indol negativo, lecitinasa 

positivo, manitol negativo, citrato de Simmons positivo, ureasa variable, VP, 

positivo, son móviles excepto Bacillus var. Mycoides que es inmóvil, fermentación 

de hidratos de carbono negativo, en las pruebas realizadas a la cepa de Bacillus 

spp RCC7 se obtuvo una reacción negativa a indol, lecitinasa positivo, citrato se 

obtuvo crecimiento pero no viró el color en un 66.6% de las pruebas, y en el 33% 

de las pruebas se obtuvo crecimiento y hubo cambio de color en el pico de flauta, 

sin embargo, de acuerdo con Koneman 46  la prueba también puede considerarse 

positiva sin que haya color azul, es decir, si hay desarrollo visible en la estría de 

siembra, se considera la prueba positiva, esto es válido porque para que el 

desarrollo sea visible, el microorganismo debió haber ingresado en la fase 

logarítmica del crecimiento, lo que solo es posible si ha asimilado carbono y 

nitrógeno; ureasa positivo, fermentación de hidratos de carbono negativo, esto 

indica que puede ser un Bacillus cereus var. Mycoides; de acuerdo con la ICMSF 

la degradación de lecitina, en con base a las pruebas bioquímicas es un Bacillus 

cereus, de acuerdo al manual Bergey 47 debe ser catalasa positivo, VP +, manosa, 

manitol, arabinosa, xilosa negativo, citrato positivo, degradación de lecitinasa 

positivo, oxidasa negativo, sin embargo, el hecho de que no concuerde con todas 

las pruebas es porque de acuerdo con Ripabelli 48 se reconocen 42 

serovariedades, por lo tanto, es necesario realizar metodologías complementarias 

como PCR gyr B o detección de enterotoxinas para su identificación 49. 

Vl. d Conclusión. 
De acuerdo a las pruebas practicadas, la cepa con la que se realizó el 

trabajo corresponde con Bacillus cereus, sin embargo, no pudo ser determinada la 

variedad. 
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Vll  ESTANDARIZAR UNA PRUEBA DE DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD 
HEMOLITICA DE Bacillus cereus spp cepa RCC7. 

Para estandarizar una prueba de determinación de la actividad hemolítica, 

así como saber si la lisis del sobrenadante de cultivo lo hace a través de la 

formación de poros; se colectó sangre de una gallina (Gallus gallus) de la vena 

radial con una jeringa que contenía heparina a una concentración de 25 UI/mL. 
De la sangre colectada se lavaron los glóbulos rojos, en un tubo se le 

agregaron 2.5 mL de PBS, el tubo se invirtió lentamente varias veces, se 

centrifugó a 7 gravedades por 10 minutos, se aspiró el PBS y la capa 

leucotrombocítica del tubo, se llenó nuevamente el tubo con 2.5 mL de PBS, se 

repitió el ciclo de lavado y centrífugado 2 veces más, finalmente, se preparó una 

suspensión de eritrocitos al 2% en PBS. 

En una microplaca de 96 pozos de fondo plano, se colocaron 100 µL de PBS 

en cada pozo, se colocaron 100 µL de la suspensión de eritrocitos al 2% en el 

primer pozo y se efectuaron diluciones dobles seriadas, se realizó la lectura en el 

lector de ELISA a 340 nm, 450 nm, 540 y 690 nm, este experimento se repitió 6 

veces (Figuras 3, 4, 5, 6). 

En otra microplaca de 96 pozos de fondo plano, se colocaron 100 µL de 

agua desionizada en cada pozo, se colocaron 100 µL de una solución de sangre al 

2% en el primer pozo y se realizaron diluciones dobles seriadas se realizó la 

evaluación en el lector de ELISA a 340 nm, 450 nm, 540 y 690 nm de longitud de 

onda, este experimento se repitió 6 veces (Figuras 3, 4, 5 y 6). 

Para determinar la actividad hemolítica del sobrenadante de Bacillus cereus 

spp cepa RCC7 se utilizó otra microplaca de 96 pozos de fondo plano, se 

colocaron 100 µL de PBS en cada pozo, 100 µL del sobrenadante de cultivo de 

Bacillus cereus spp cepa RCC7 en el primer pozo y se realizaron diluciones dobles 

seriadas, se agregaron 100 µL de una suspensión de glóbulos rojos al 2% y se le 

realizó la evaluación en el aparato lector de ELISA a una longitud de onda de 690 

nm utilizando sobrenadante, agua deionizada y PBS este experimento se repitió 6 

veces (Figura 8). Las lecturas de absorbancia fueron promediadas y graficadas 

con su desviación estándar  para cada longitud de onda.  
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Con la finalidad de observar la relación entre la turbidez a 690 nm y la 

cantidad de eritrocitos se realizó un conteo manual en el hemocitómetro en el 

líquido a las diferentes absorbancias, se graficó su correlación, agregando una 

línea de tendencia (Figura 7). 

Vll. b Resultados.  
        Se observaron distintos comportamientos en las distintas longitudes de onda 

(Figura 3, 4 y 5) donde a 340, 450 y 540 nm la absorbancia para glóbulos rojos y 

hemoglobina es muy similar, mientras que a 690 nm la hemoglobina no se 

observan diferencias a lo largo de las diferentes diluciones, mientras que para los 

glóbulos rojos si se observan diferencias en las distintas diluciones. 

      La relación entre la cantidad de glóbulos rojos de ave y la absorbancia a 690 

nm es de 0.99; al realizar la comparación a 690 nm entre la sangre tratada con 

sobrenadante, sangre tratada con PBS se observa un comportamiento 

inversamente proporcional, mientras que la sangre tratada con agua deionizada no 

se observa diferencia de comportamiento a lo largo de las distintas diluciones. 

Vll. c Discusión 

Al evaluar el comportamiento en las gráficas de los diferentes tratamiento de 

los glóbulos rojos en las longitudes de onda 340, 450, 540 (Figura 3, 4 y 5) se 

observa la hemoglobina libre en la solución y los glóbulos rojos la densidad óptica 

es similar, de manera que las curvas se observan paralelas sin embrago, en una 

longitud de 690 nm (Figura 6) se observa que la hemoglobina libre en la solución 

de glóbulos rojos su densidad óptica es alta mientras que para la hemoglobina en 

solución es baja y no se perciben cambios a lo largo de las distintas diluciones, sin 

embargo no se encontró estudio alguno en donde se empleara esta metodología 

para la determinación de hemólisis en el lector de ELISA, sin embargo, Mohler 50, 

desarrolló un ensayo espectrofotométrico para el número de células en las 

suspensiones de células de cultivo de tejidos . Para cada tipo de célula probado, la 

absorbancia entre 650 y 800 nm era linealmente dependiente de la densidad 

celular en un intervalo de 50 veces y era independiente del color o la composición 

del medio en el que las células están suspendidas, lo que nos puede indicar que la 

absorbancia ideal para las células esta entre 650 y 690 nm. 
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Vll.d Conclusión 

La lectura ideal para los glóbulos rojos de gallina (Gallus gallus) es a 690 

nm. 

Vlll. SEPARAR LA PROTEÍNA CON ACTIVIDAD HEMOLITICA DE Bacillus spp 

cepa RCC7 QUE CAUSA LISIS SELECTIVA DE ERITROCITOS DE GALLINA 
(Gallus gallus). 

Vlll. a Metodología de la investigación. 

Para la producción de hemolisina se utilizó el Caldo Todd Hewitt (CHT) BBL 

® se preparó de acuerdo a las especificaciones del fabricante, una asada de la 

cepa de Bacillus cereus cepa RCC7  fue colocada en un tubo de  ensayo que 

contenía 3 mL del medio, se incubó por 18 h a 37ºC, los 3 mL fueron colocados en 

47 mL del mismo medio en un matraz, éste se incubó a 37ºC por 6 horas 44. 

Una vez transcurrido el tiempo, el cultivo fue centrífugado (Eppendorf 

centrifuge 5403 ®) a 7 G por 10 minutos y se separó el sobrenadante del 

sedimento 43; con la finalidad de determinar si la actividad del sobrenadante se 

veía afectada por la conservación en congelación, el sobrenadante se conservó en 

congelación por 4 meses, se descongeló (a temperatura ambiente) 3 veces y se 

comparó la actividad con un sobrenadante recién obtenido, como control se utilizó 

el sobrenadante de Escherichia coli del cepario del laboratorio 3 de la UIMSA; en 

una microplaca de 96 pozos con fondo en “U”, se colocaron 100 µL de PBS en 

cada pozo, 100 µL del sobrenadante de cultivo de Bacillus cereus cepa RCC7 sin 

congelar se realizaron diluciones dobles seriadas, se agregaron 100 µL de una 

solución de sangre al 2% 19, esta microplaca se incubó por 2 horas a 37ºC, se 

realizó una lectura visual, este procedimiento se realizó con los 3 sobrenadantes 

descongelados y la cepa control, a los sobrenadantes se les midió la cantidad de 

proteína por el método de Bradford 52, se calcularon las unidades hemolíticas 

como se observa en el Cuadro 5 y se le realizó una electroforesis 51, el gel se tiñó 

con nitrato de plata (Figura 11).  
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El sobrenadante de cultivo fue precipitado con sulfato de amonio saturado 

(761 g en un litro) al 50%, 60% y 70% de acuerdo con Beecher y Mac Millan 20 con 

algunas modificaciones. 

Para el precipitado con sulfato de amonio se colocaron 20 mL de 

sobrenadante de cultivo en un tubo de centrífuga, se agregaron 20 mL de sulfato 

de amonio saturado se agregó por goteo mediante un embudo de decantación a 

0°C, se homogenizó, después se colocó a una temperatura de 4°C por 18 h, 

transcurrido el tiempo, se centrifugó a 7 gravedades por 20 minutos, se retiró el 

sobrenadante, y el sedimento del tubo se resuspendió en 5 mL de PBS. 

Una vez resuspendido el sedimento, se colocó en una membrana de 

diálisis® preparada de acuerdo al fabricante, se lavó la membrana de diálisis de 

12 cm en agua corriente por 3 horas para remover la glicerina, posteriormente, 

ésta se colocó en sulfito de sodio al 0.3% a 80°C por un minuto, inmediatamente 

se lavó con agua a 60°C por 2 minutos y finalmente se agregó ácido sulfúrico al 

2%, esta membrana fue colocada en 1 litro de agua corriente por 3 h, transcurrido 

el tiempo se cambió el agua corriente por TRIS-HCl a 50 Mm a pH de 6.0 por 12 h, 

posteriormente, se filtró a través de un poro de 0.22 µm y se obtuvo el precipitado 

al 50% 

A 36 mL del precipitado al 50 % obtenido, se le agregaron 4 mL de sulfato 

de amonio por goteo mediante un embudo de decantación para llevarlo al 60%, a 

0°C, se homogenizó, después se colocó a una temperatura de 4°C por 18 h, 

transcurrido el tiempo se centrifugó a 7 gravedades por 20 minutos, se retiró el 

sobrenadante, y el sedimento se resuspendió en 5 mL de PBS. 

Una vez resuspendido el sedimento, se colocó en una membrana de diálisis 

preparada de acuerdo al fabricante (Se lavó la membrana de diálisis de 12 cm en 

agua corriente por 3 horas para remover la glicerina, posteriormente esta se 

colocó en sulfito de sodio al 0.3% a 80° C por un minuto, inmediatamente se lavó 

con agua a 60°C por 2 minutos y finalmente se agregó ácido sulfúrico al 2%)  esta 

membrana fue colocada en 1 litro de agua corriente por 3 h, transcurrido el tiempo 

se cambió el agua corriente por TRIS-HCl a 50 Mm a pH de 6.0 por 12 h, 

posteriormente se filtró a través de un poro de 0.22 µm y se obtuvo el precipitado 
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al 60%. Igual manera que el precipitado al 50%,  a 36 mL del precipitado al 60% 

se realizó igual procedimiento para llevarlo al 70%. 

A los precipitados 50%, 60% y 70 % se les midió la cantidad de proteína 52, 

se calcularon las unidades hemolíticas como se observa en el Cuadro 5. 

En una microplaca de 96 pozos con fondo plano y en otra placa de fondo en 

“U”, se colocaron 100 de PBS en cada pozo, 100 µL del precipitado 50% fueron 

colocados en el primer pozo y se realizaron diluciones dobles seriadas, se agregó 

100 µL de una solución de sangre al 2% 19, esta placa se incubó por 2 horas a 

37ºC, a ésta se le  realizó una lectura visual en la placa de fondo en “U” y a la 

placa de fondo plano se le realizó una evaluación en un lector de ELISA a una 

longitud de onda de 690 nm, el procedimiento anterior se repitió 6 veces, 

simultáneamente se tomaron 20 µL de cada pozo y se realizaron frotis y se tiñeron 

con Giemsa. El procedimiento anterior se repitió con los precipitados 60%, 70% y 

se realizaron combinaciones 50% + 60%, 50% + 70%, 60% + 70%(Figura 13 y 

Cuadro 6) 

Filtración en columna 
En una columna de vidrio se colocó fibra de vidrio (1 cm de grosor), 1 cm de 

grosor de arena fina, se le agregaron 50 mL de Sephadex G:80 lavado 54, se 

esperó el empaquetamiento, posteriormente se le agregó arena de mar estéril (1 

cm de grosor) se equilibró la columna con 50 mL de Tris-HCL a pH 6.0 (figura 9), 

una vez equilibrada la columna, se le adicionó 10 mL del precipitado al 50% y con 

un embudo de decantación se le agregaron 300 mL de Tris-HCL a pH 6.0 por 

goteo, se recuperaron 2 mL en tubos Eppendorf. Este paso anteriormente descrito 

se realizó con las fracciones 60% y 70%. A cada fracción obtenida se le midió la 

cantidad de proteína por el método de Bradford 52 y se calculó la actividad 

específica de cada fracción (Cuadro 5). En este trabajo solo se muestran los 

resultados significativos de este experimento. 

Las fracciones obtenidas se colocaron en 2 microplacas de 96 pozos una 

con fondo en U y otra de fondo plano, en cada una, se colocaron 100 µL de cada 

fracción en un pozo, y 100 µL de una solución de sangre al 2% 19, se incubó por 2 

horas a 37ºC los resultados se observan en la figura 13, y se realizó una 
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determinación en el lector de ELISA, de cada fracción, se realizaron frotis y se 

tiñeron con Giemsa. En este trabajo solo se reportan los resultados significativos 

de este experimento (Figura 15 ).  

Resultados. 
        El sobrenadante de cultivo de Bacillus cereus spp cepa RCC7 no se 

observaron diferencias a los diferentes tiempos de descongelamiento (Figura 11); 

en el gel de electroforesis del sobrenadante (Figura 12) se observa la presencia de 

distintas proteínas con un peso molecular que van desde 10 kD hasta 250 kD; 

mientras que al comparar al actividad de las precipitados 50%, 60% y 70% (Figura 

13 y Cuadro 6) se observan distintas actividades donde la mayor cantidad de 

proteína es en el precipitado 50%, mientras que en el precipitado 70% se observa 

una mayor actividad específica, y al realizar la combinación de los distintos 

precipitados la mayor cantidad de proteína es en la combinación 50%+60%,  la 

actividad específica es mayor en la combinación de la fracción 50%+70%, y en la 

combinación 60%+70% no existe actividad especifíca (Figura 14 y Cuadro 7). 

         En el filtrado 26 al realizar el  frotis se (Figura 17) se observó la presencia de 

leucocitos intactos, peo no se observaron eritrocitos, también ene le frotis se 

observaron distintos puntilleos en el fondo del frotis. 

Vlll. c DISCUSIÓN  
         Como se observa en la figura 11 el sobrenadante de cultivo de Bacillus 

cereus tiene una actividad hemolítica igual al congelarlo por 4 meses, porque no 

hay actividad de las proteasas y es estable a esta temperatura. 
         Una unidad hemolítica es definida como la cantidad de proteína que causa 

un 50 % de lisis a los eritrocitos 54, la hemólisis es diferente en las distintas 

fracciones como se puede observar en la figura 13 hay mayor hemólisis en la 

fracción 50%, sin embargo, la mayor actividad específica es en la fracción 70%, 

esto se puede deber a que la proteína se concentra más en esta fracción. Sin 

embargo, al realizar precipitados y filtración en columna se obtienen distintas 

proteínas 20 y al realizar combinaciones de las fracciones se obtiene un efecto 

inhibitorio por la existencia de mayor cantidad de alguna proteína 31, para algunas 

proteínas existe el fenómeno de zona, el cual consiste en que si hay un exceso de 
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alguna fracción de la proteína causa inhibición de la actividad y esto puede ser lo 

que está sucediendo al combinar las precipitaciones ,por lo tanto, disminuye la 

actividad 

De acuerdo a lo observado en el gel de electroforesis figura 15 en la fracción 

25 se observan bandas 30, 50, 70 y 100 kd lo que indica que podrían ser la 

proteína HBL de Bacillus cereus ya que la fracción B es de 45 KDa, L1 36 KDa y la 

L2 de 45 KDa 20 pero también se observan otro tipo de bandas también pueden 

contribuir a la hemólisis de eritrocitos como son las citotoxinas que también 
pueden afectar a los leucocitos y resultar en conteos equivocados. 

Vlll. d Conclusión. 
El sobrenadante sometido a varios procesos de descongelamiento no pierde 

la actividad hemolítica. 

La hemolisina que causa lisis selectiva en eritrocitos de ave, es un conjunto 

de proteínas en las que destaca la HBL. Se requiere purificar la proteína. 

 

lX ESTABLECER LA CONCENTRACIÓN IDEAL DE LA HEMOLISINA PARA 
LISAR ERITROCITOS DE GALLINA DOMÉSTICA (Gallus gallus) SIN 
AFECTAR LEUCOCITOS. 
 
lX. a Metodología de investigación 

Para poder utilizar la fracción 26 en el aparato automatizado es necesario 

establecer el tiempo y la concentración óptima y el tiempo en el cual se realiza la 

lisis de eritrocitos sin afectar a los leucocitos; para esto se obtuvo sangre 

contenida  en heparina de la vena radial de una gallina doméstica (Gallus gallus) a 

una razón de 25 UI/mL.  

La sangre de ave se aspiró en la pipeta de Thoma para glóbulos rojos hasta 

la marca 0.5, se limpió la parte exterior de pipeta y se aspiró sobrenadante hasta 

la marca 101 (Dilución 1:200), a la par en otra pipeta de glóbulos rojos se aspiró 

sangre hasta la marca 0.5, se limpió la parte exterior de la pipeta y se aspiró la 

fracción 25 hasta la marca 101 (Dilución 1:200), estas pipetas de glóbulos rojos se 

incubaron 4 horas a 37°C, a los 30 minutos, 60 minutos, 120 minutos, 240 
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minutos, 480 minutos, se tomó una gota de estas pipetas y se realizó un frotis que 

fue teñido con Giemsa, a estos frotis se evaluó la morfología celular y se muestran 

los resultados más significativos de la morfología celular (Cuadro 7), este 

procedimiento se repitió con la fracción 26. 

 

Resultados lX. b 
A una concentración de 1/200 de sobrenadante, se observó que con el 

sobrenadante hasta los 120 minutos había lisis total de eritrocitos pero también se 

encontraba deformación de leucocitos,  mientras que a una concentración de 

1/200 con la fracción 26 había lisis a los 60 minutos sin presentar deformación de 

leucocitos (Cuadro 8) 

Xl. c Discusión. 

De acuerdo a lo observado en la Cuadro 8 el sobrenadante tiene mayor 

cantidad de proteína, pero el de mayor actividad específica está en la fracción 26, 

esto puede ser porque en la fracción 26 se concentra toda la actividad, en el 

Cuadro 9 se observan los distintos comportamientos a diferentes tiempos esto se 

puede deber a que en la fracción 26 se encuentran distintos tipos de hemolisinas 

que actúan en distintos tiempos y a la afinidad de las hemolisinas a distintos 

componentes de los eritrocitos 55,  ya que la gallina doméstica (Gallus gallus) tiene 

de 125-200 mg de colesterol por  cada 100 mL en suero, esto puede favorecer a la 

acción de algunas proteínas citolíticas que son dependientes del colesterol, y por 

lo tanto, que que actúen primero sobre el eritrocito y después de algunos minutos 

puede empezar actuar una citotoxina que probablemente afecte a los glóbulos 

rojos de ave 34. 
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Xl. d Conclusión. 
El tiempo óptimo de la fracción 26 para realizar la lisis sin afectar leucocitos 

es a los 60 mínutos utilizando una dilución 1/200. 

X. DETERMINAR LA ACTIVIDAD HEMOLÍTICA EN LA TÉCNICA MANUAL Y 
COMPARAR EL MÉTODO MANUAL TRADICIONAL CON EL MÉTODO 
AUTOMATIZADO UTILIZANDO LA HEMOLISINA DE Bacillus spp CEPA RCC7. 
 
X a. Metodología de la investigación 

Para realizar las pruebas para el uso de la fracción en el contador de 

células automatizado y para evaluar cómo es que realiza la destrucción de 

glóbulos rojos con el sobrenadante se realizó la prueba de fragilidad osmótica, 

para esto se utilizaron 3 muestras de sangre de gallina doméstica (Gallus gallus) 

de  0.4 mL  de sangre completa de la vena radial, utilizando heparina como 

anticoagulante a razón de 25 UI/mL de sangre en una jeringa de 1 mL. En una 

serie de 10 tubos de 7 mL se colocaron 5 mL de NaCl a distintas concentraciones  

(0.1%, 0.2%, 0.3%, 0.4%, 0.5%, 0.6%, 0.7%, 0.8%, 0.9%), a cada tubo se le 

agregaron 20 µL de sangre, se dejaron actuar por 10 minutos, transcurrido el 

tiempo se centrifugó a poner en g por 5 minutos; el sobrenadante fue decantado y 

colocado en una cubeta para su lectura en un espectrofotómetro a una longitud de 

540 nm 56. El porcentaje de hemólisis en cada concentración fue calculado 

realizando una regla de 3 en donde el valor de 100% de hemólisis se obtuvo  

colocando 20 µL de sangre en 5 mL de agua desionizada, los resultados obtenidos 

de las 3 repeticiones se promediaron y con los resultados se realizó la curva de 

fragilidad osmótica 56 (Figura 16). Este procedimiento se repitió  usando sangre 

con EDTA (Figura 17)   a razón de 1,5 mg/mL de sangre y Citrato de Sodio (figura 

18), de cada experimento se repitió 6 veces el promedio de las repeticiones se 

graficaron. 

Una vez determinado el anticoagulante se colectaron 12 muestras de sangre de 

gallina doméstica (Gallus gallus) obtenidas de la vena radial contenidas en 

heparina a una razón de 25 UImL, estas muestras fueron procesadas el  
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analizador hematológico Abacus®, utilizando 3 cantidades de lisante que fueron 

0.70 µL y 110 µL de lisante, a la par se realizó el conteo de glóbulos rojos, 

glóbulos blancos, monocitos, linfocitos y granulocitos por el método de Natt y 

Herrick y se realizó una prueba de correlación del método manual por el método 

de Natt y Herrick con el analizador hematológico Abacus ® de los glóbulos rojos 

(Figura 19 y 20), linfocitos (Figura 23 y 24), monocitos (Figura 25 y 26), 

granulocitos (Figura 27 y 28), una vez determinada la cantidad de lisante en una 

pipeta de glóbulos rojos se aspiró sangre hasta la marca 0.5, se limpió la parte 

exterior de la pipeta y se aspiró la fracción 26 hasta la marca 101 (Dilución 1:200), 

se incubó a 37°C por 2 horas, se realizó la lectura de glóbulos rojos y blancos con  

en el analizador hematológico Abacus® usando 70 µL  de lisante, a la par se 

realizó una lectura de glóbulos rojos, blancos por el método manual utilizando la 

técnica de Natt y Herrick. Se realizó una comparación con el método manual y el 

método automatizado y se realizó una prueba estadística de HSD de Tukey para 

glóbulos rojos (Figura 29), glóbulos blancos (Figura 29), granulocitos (Figura 30), 

monocitos (Figura 31) y linfocitos (Figura 32). 

X. b Resultados  
De los 3 anticoagulantes evaluados se observó un comportamiento similar en la 

prueba de fragilidad osmótica que van desde 0.55 % hasta 0.58% (Figura 16, 

Figura 17 y Figura 18). 

Al realizar la correlación de glóbulos rojos, glóbulos blancos, monocitos, linfocitos 

y granulocitos se observó que para glóbulos rojos, glóbulos blancos, linfocitos y 

granulocitos con un 70 µL de lisante se observa un alta correlación entre el 

método manual y el método automatizado, mientras que para los monocitos no se 

observó ningúna correlación entre el método manual y las diferentes 

concentraciones de lisantes. 

Al utilizar el método automatizado para el conteo de los glóbulos rojos y comparar 

con el método manual no se observaron diferencias, mientras que para los 

glóbulos blancos se observaron difencias al comparar el método manual con el 

método automatizado, pero al realizar una prelisis con la fracción 26 y realizar la 
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medición en el automatizado no se observan diferencias entre el método manual y 

el método automatizado (Figura 29, Figura 30, Figura 31, Figura 32, Figura 33). 

lX. c Discusión  

De los 3 anticoagulantes evaluados, se observó un comportamiento similar en la 

prueba de fragilidad osmótica es muy similar ya que se obtuvieron los siguientes 

resultados que fueron 0.55 % para heparina, 0.54 % citrato de sodio 0.54% y 

0.58% EDTA. Al comparar estos resultados con Benford 56 donde este realizó un 

trabajo con eritrocitos de avestruz comparando a la heparina y al EDTA en este 

estudio se observó que la fragilidad osmótica es muy diferente entre estos dos 

anticoagulantes, reporta que en heparina es de entre 0.50% y 0.55%, mientras 

que en EDTA es de 0.85%, esto se puede deber a la diferente composición de los 

eritrocitos de los avestruces, también se han hecho otros estudios con eritrocitos 

nucleados en la carpa común  (Cyprinus carpio) comparando entre el EDTA y la 

heparina en ese estudio se obtiene discrepancia entre los resultados obtenidos y 

entre los obtenidos en este trabajo,  menciona que el EDTA induce un hinchazón 

en los eritrocitos y de las células que son destruidas se libera el núcleo y este 

cambia de forma oval a redonda 57, también se demostró que el EDTA causa daño 

gradual a los eritrocitos 57, lo que indica que depende la composición del eritrocito 

ya que en un estudio en patos demuestran que la contracción osmótica de los 

eritrocitos de pato induce una absorción neta de soluto a través de Na-K-2Cl co-

transporte en un proceso que está regulado por una proteína sensible a la quinasa 
58 y esto se puede deber también principalmente a la cantidad de Ca que 

contienen los eritrocitos ya que los efectos del EDTA y el Ca afectan en el sistema 

de transporte de la membrana de las avestruces y en el efecto de las hormonas de 

transporte 58. 

Para evaluar la función inmune en las aves silvestres se emplea con 

frecuencia el conteo de leucocitos principalmente la relación heterófilos / linfocitos 

(H / L), sin embargo es importante procesar en el menor tiempo posible las 

muestras sanguíneas ya que de acuerdo con Andrew 59 hay un aumento no 

significativo en las proporciones de heterófilos leucocitos con el tiempo, sin 

embargo,  



28 
 

Existen distintos tipos de aparatos que realizan el conteo de eritrocitos y 

leucocitos de manera automatizada, en este trabajo fue mediante impedancia. En 

este método se ha encontrado un coeficiente de variación (CV) <5% en 

mamíferos. Para las plaquetas de la CV fue <15%. CV de los diferenciales 

oscilaron entre 3% para grandes y 60% para las pequeñas poblaciones 

(monocitos). Se detectó una muy buena precisión entre los métodos para todos los 

mesurandos de eritrocitos y leucocitos. Plaquetas y diferenciales mostraron buena 

precisión en los caballos y los perros (excepto para los monocitos), mientras que 

para los gatos se requiere mejorar el software. En caso de resultados patológicos 

un control microscópico es obligatorio en perros, gatos y caballos. 

En recién nacidos los conteos de leucocitos en aparatos automatizados que 

utilizan el principio de impedancia donde se observan lecturas erróneas por los 

números elevados de eritrocitos nucleados presentes durante el período neonatal, 

lo que puede ocurrir con la sangre de ave, ya que los eritrocitos son nucleados y 

tienen mayor resistencia, además de que al realizar el prelisado en la sangre de 

ave se pueden liberar núcleos y estos ser contados como leucocitos así como los 

trombocitos que también pueden ser contados como leucocitos.   

Sin el empleo de la fracción 26 hay concordancia en el conteo de eritrocitos. 

En las gráficas se observa que el contador hematológico electrónico, no 

sirve para el conteo de leucocitos ya que la lectura se incrementa debido a la   

liberación de los núcleos de los eritrocitos, mientras que aplicando el filtrado 26, la 

lectura de leucocitos es más aproximada a la lectura manual. El sobrenadante 

afecta a los leucocitos ya que hay una disminución de éstos en comparación del 

método manual. Utilizando la hemolisina en el método manual, en los granulocitos 

es donde se observa más diferencia entre tratamiento, esto puede deberse a la 

composición de los granulocitos como puede ser la cantidad de fosfolípidos en la 

membrana celular, así como al englobar distintas células el error aumenta, ya que 

el aparato podría estar contando algunos núcleos como granulocitos. Sin 

embargo, si hay elevada correlación. 

lX. d Conclusión 
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Los anticoagulantes EDTA, heparina, citrato de sodio en gallinas domésticas 

(Gallus gallus) no afectan las características morfológicas y fisiológicas de los 

eritrocitos por lo que no influyen sobre los resultados. 
El anticoagulante de elección para la toma de muestras es heparina, sin 

embargo, ninguno de los anticoagulantes en sangre de gallina doméstica por 

hemólisis influyen en los resultados, por tanto, para esta investigación se puede 

utilizar cualquier anticoagulante. 

El filtrado 26 del precipitado 50% del sobrenadante de cultivo de la cepa 

RCC7 de Bacillus cereus permite efectuar el conteo de leucocitos por medio de 

contador de células automatizado. Es necesario purificar la proteína que realiza la 

lisis selectiva, ya que al realizar el gel de electroforesis se observa la presencia de 

diferentes proteínas  de 30, 50, 70 y 100 kd para poder hacer una producción a 

nivel industrial y que su obtención sea de manera rápida. 
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Figura 3. Cinética de absorción a 340 nm de glóbulos rojos suspendidos en agua 

desionizada y PBS.  
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Se realizaron diluciones dobles seriadas de glóbulos rojos, empleando agua deionizada y PBS y se 
determinó la densidad óptica a 340 nm; se graficó el promedio de las 6 repeticiones con su 
desviación estándar. 
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Figura 4. Cinética de absorción a 450 nm de glóbulos rojos suspendidos en agua 

desionizada y PBS.  

 

 

 

 

Se realizaron diluciones dobles seriadas de glóbulos rojos, empleando agua deionizada y PBS y se 
determinó la densidad óptica  a 450 nm; se graficó el promedio de las 6 repeticiones con su 
desviación estándar. 
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Figura 5. Cinética de absorción a 540 nm de glóbulos rojos suspendidos en agua 
deionizada y PBS. 

 

 

 

 

Se realizaron diluciones dobles seriadas de glóbulos rojos, empleando agua deionizada y PBS y se 
determinó la densidad óptica  a 540 nm; se graficó el promedio de las 6 repeticiones con su 
desviación estándar. 
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Figura 6. Cinética de absorción a 690 nm de glóbulos rojos suspendidos en agua 
deionizada y PBS. 

 

 

 

Se realizaron diluciones dobles seriadas de glóbulos rojos, empleando agua desionizada y PBS y 
se determinó la densidad óptica a 690 nm; se graficó el promedio de las 6 repeticiones con su 
desviación estándar. 
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Figura 7. Relación entre la cantidad de glóbulos rojos de gallina (Gallus gallus) y 

la absorbancia a 690 nm. 

 

 

Se determinó el coeficiente de correlación mediante la prueba de Pearson. 
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Figura 8. Cinética de absorción a 340, 450 y 690 nm de glóbulos rojos tratados 

con el sobrenadante de Bacillus cereus cepa RCC7. 

 

 
 

Se realizaron diluciones dobles seriadas de glóbulos rojos empleando sobrenadante de 

Bacillus cereus cepa RCC7 y se determinó la absorción a 340, 450 y 690 nm. 
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Figura 9. Esquema de la filtración en columna con sepadhex G:80. 
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Figura 10. En una microplaca de fondo en “U” se realizaron diluciones dobles 

seriadas con sobrenadante de cultivo de Bacillus cereus cepa RCC7 

descongelado a diferentes tiempos de cultivo de Bacillus cereus utilizando sangre 

de gallina (Gallus gallus) al 2%. 

  
SSC: Sobrenadante sin congelar. 
SD1: Sobrenadante descongelado 1 vez. 
SD2: Sobrenadante descongelado 2 veces.  
SD3: Sobrenadante descongelado 3 veces. 
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Figura 11. Electroforesis en gel de poliacrilamida del sobrenadante de cultivo de la 

cepa RCC7  de Bacillus cereus teñido con nitrato de plata. 

 
 

 

 
El sobrenadante de cultivo de Bacillus cereus cepa RCC7 fue colocado en gel de electroforesis, y 
teñido con nitrato de plata. 
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Figura 12. Titulación de hemólisis en microplaca de fondo en “U” de los 
precipitados 50%, 60% y 70%  de la cepa RCC7 de Bacillus cereus  en sangre 
completa al 2 % de gallina (Gallus gallus). 

 

 
 
La lisis se observó en una placa de fondo en “U” a las 2 horas de incubación con las diferentes 

fracciones de la cepa RCC7 de Bacillus cereus sobre sangre de gallina (Gallus gallus) al 2%. 
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Figura 13. Titulación de hemólisis en microplaca de fondo en “U” de las 
combinaciones de precipitados 50%+60%, 50%+70%, 60%+70% de la cepa RCC7 
de Bacillus cereus en sangre completa al 2 % de gallina (Gallus gallus). 

 

La lisis se observó en una placa de fondo en “U” a las 2 horas de incubación con la combinación de 

las diferentes fracciones de la cepa RCC7 de Bacillus cereus sobre sangre de gallina (Gallus 

gallus) al 2%. 
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Figura 14. Gel de electroforesis del precipitado al 50% y de la fracción 26. 

 

 

 

 

 

 

 

Sobrenadante, precipitado al 50 %, fracción 25 y 26 en gel de poliacrilamida teñidos con nitrato de 
plata. 
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Figura 15. Frotis de eritrocitos de gallina doméstica (Gallus gallus) tratados con la 
fracción 26 del precipitado al 50%. 

 

                            
 

 

 
Sangre de gallina doméstica (Gallus gallus) teñida con Giemsa en la figura     A se 

observa        heterófilo, Eritrocito.  En la figura C se observa     un núcleo de eritrocito. 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16.  Fragilidad osmótica de eritrocitos de gallina doméstica (Gallus gallus) 

utilizando heparina como anticoagulante. 
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Se graficaron las medias de 6 repeticiones, el 50% de hemólisis es a 0.55% de 
NaCL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17.  Fragilidad osmótica de eritrocitos de gallina doméstica (Gallus gallus) 
utilizando citrato de sodio como anticoagulante. 
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Se graficaron las mediasde 6 repeticiones, el 50% de hemólisis es a 0.54% de 
NaCl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18.  Fragilidad osmótica de eritrocitos de gallina doméstica (Gallus gallus) 
utilizando EDTA como anticoagulante. 
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Medias de 6 repeticiones, el 50% de hemólisis es a 0.58% de NaCl 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Correlación de la cantidad de glóbulos rojos del método manual 

con el método automatizado utilizando 70 µl de lisante 
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Se realizó el cálculo de glóbulos rojos 12 muestras de sangre completa en el 

ABACUS utilizando 70 µl, realizando a la par el conteo de glóbulos rojos con el 

método manual Natt y Herrick. 
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Figura 20. Correlación de la cantidad de glóbulos rojos del método manual 
Natt y Herrick con el método automatizado ABACUS utilizando 110 µl de 
lisante. 
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Figura 21. Correlación de la cantidad de glóbulos blancos del método manual con 
el método automatizado utilizando 70 µL de lisante. 
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Se realizó el conteo de glóbulos blancos de 12 muestras de sangre tanto 

manualmente como con un contador de células electrónico utilizando 70 µL de 

lisante. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Correlación de la cantidad de glóbulos blancos del método manual con 

el método automatizado utilizando 110 µL de  lisante. 
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Se realizó el conteo de glóbulos blancos de 12 muestras de sangre tanto 

manualmente como automatizado utilizando 110 µL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Figura 23. Correlación de la cantidad de linfocitos del método manual con el 

método automatizado utilizando 70 µL de  lisante. 
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Se realizó el conteo de linfocitos 12 muestras de sangre por el método 

automatizado utilizando 110 µL, realizándolo también con el método manual de 

Natt y Herrick. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Correlación de la cantidad de linfocitos del método manual con el 

método automatizado utilizando 110 µL de  lisante (describirlo completo). 
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Se realizó el conteo de linfocitos en 12 muestras sanguíneas en el ABACUS 
utilizando 110 µL, realizando a la par el conteo de linfocitos Natt y Herrick. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
Figura 25. Correlación de la cantidad de monocitos del método manual con el 

método automatizado utilizando 70 µL de lisante. 
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Se realizó el conteo de monocitos en 12 muestras sanguíneas por el método 

automatizado utilizando 110 µL, realizándolo también con el método manual de 

Natt y Herrick. 
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Figura 26. Correlación de la cantidad de monocitos del método manual con el 

método automatizado utilizando 110 µL de lisante. 
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Se realizó el conteo de monocitos en 12 muestras sanguíneas por el método 

automatizado utilizando 110 µL, realizándolo también con el método manual de 

Natt y Herrick. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Correlación de la cantidad de granulocitos del método manual con el 

método automatizado utilizando 110 µL de  lisante. 
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Se realizó el conteo de granulocitos en 12 muestras sanguíneas por el método 

automatizado utilizando 110 µL, realizándolo también con el método manual de 

Natt y Herrick. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Correlación de la cantidad de granulocitos del método manual con el 

método automatizado utilizando 70 µL de  lisante… 
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Se realizó el conteo de granulocitos en 12 muestras sanguíneas por el método 

automatizado utilizando 110 µL, realizándolo también con el método manual de 

Natt y Herrick. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 29. Grafica de medias para intervalos HSD de Tukey para Glóbulos rojos 
de aves (Gallus gallu) sometidos a diferentes tratamientos. 
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Comparación de medias de los diferentes tratamientos de glóbulos blancos 

utilizando HSD de Tukey. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30. Gráfica de medias para intervalos HSD de Tukey para glóbulos blancos 

de gallina domestica (Gallus gallus) sometidos a diferentes tratamientos. 
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Comparación de medias de los diferentes tratamientos de glóbulos blancos 
utilizando HSD de Tukey. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Gráfica de medias para intervalos HSD de Tukey para linfocitos de 
gallina dompestica (Gallus gallus) sometidos a diferentes tratamientos 

  

G
B_

Au
t

G
B_

H
em

ol
_a

ut

G
B_

M
an

G
B_

So
b_

au
t

G
b_

 M
an

_H
em

ol

G
b_

 M
an

_s
ob

Medias y 95.0% de Tukey HSD

-5

15

35

55

75

95

B.
gb

_n

Aut F-26 

Aut 

 

GB

_M

an 

So

b_

aut 

Man Aut 

Sob 

F-26 

Man 

Man 

Sob 

Glóbulos  

blancos 



64 
 

 

 
 
 
Comparación de medias de los diferentes tratamientos de linfocitos utilizando HSD 
de Tukey. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 32. Gráfica de medias para intervalos HSD de Tukey para monocitos de 
gallina doméstica (Gallus gallus) sometidos a diferentes tratamientos 
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Comparación de medias de los diferentes tratamientos de monocitos utilizando 
HSD de Tukey. 

 

 
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura  32. Gráfica de medias para intervalos HSD de Tukey para granulocitos de 
gallina doméstica (Gallus gallus) sometidos a diferentes tratamientos lisantes. 
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Comparación de medias de los diferentes tratamientos de granulocitos utilizando 
HSD de Tukey. 
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CUADROS DE RESULTADOS 
Cuadro 1.Características de tinción de las distintas células sanguíneas.  

Principales características de células de la sangre con técnicas de Romanosky. (Samour 2010). 

 

 
 
 
 
 

 

 Características morfológicas Características de tinción 

Eritrocitos Células maduras 

Tamaño mediano, forma ovalada, alargada, núcleo 

central ovalado, alargado. 

Citoplasma se tiñe uniformemente de color naranja  pálido a rosa 

rojizo. Núcleo, rojo violeta, condensado, cromatina aglutinada. 

Células inmaduras 

Más pequeñas que las células maduras; redondeadas 

o semiovaladas; núcleos relativamente más grandes. 

Policromaticas; azul pálido a oscuro. 

Heterófilos Tamaño mediano; forma redondeada, núcleo 

bilobulado. 

Citoplasma incoloro; con gránulos con forma de bastón a cigarro, de 

color rojo ladrillo a azul pálido. 

Eosinófilos Tamaño mediano; forma redondeada; núcleo 

bilobulado. 

Citoplasma de color azul pálido, gránulos redondeados u ovalados, 

de color rojo ladrillo a azul pálido. 

 Tamaño mediano; forma redondeada; núcleo 

monolobulado. 

Citoplasma de color azul pálido, número variable de gránulos 

pequeños, medianos y grandes, de color violeta rojo oscuro. 

Linfocitos Tamaño pequeño a mediano; normalmente, forma 

redondeada a triangular; núcleo redondeado, grande, 

colocado centralmente; en general, 25 citoplasma 72 

núcleos, condensado grueso con cromatina muy 

condensada. 

Citoplasma de color azul pálido. 

Monocitos Tamaño grande; normalmente, forma redondeada, 

núcleo con forma de riñón, colocado excéntricamente; 

en general, 75 citoplasma, 25 núcleo; citoplasma con 

aspecto de lazo, con frecuencia con vacuolas de 

tamaño mediano, cromatina muy condensada 

Citoplasma de color azul pálido a gris pálido 

Trombocitos Pequeños forma ovalada a rectangular; núcleo ovalado 

a rectangular. 

Citoplasma de incoloro a azul pálido, vacuolas grandes, cromatina de 

color violeta oscuro-rojo muy condensada en el núcleo. 
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Cuadro 2. Valores hematológicos de Gallus gallus. 

 
                               
 
 
 
 
 
       

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Total de leucocitos por microlitro de sangre y porcentaje de cada leucocito. (Arizabal 2002) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  Diámetro 

Eritrocito 3-4 millones 10 -13 µ 

Leucocito 16 000 – 25 000  

Heterofilo 25 – 45 % 7 – 10 µ 

Eosinofilo 1 – 7 % 6 – 9  µ 

Basófilo 0.5 – 3 % 7 – 10 µ 

Linfocito 35 – 60 % 5 – 9 µ 

Monocito 3 – 6 % 8 – 11 µ 

Trombocito 25 000 – 30 000 5 – 9 µ 
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CUADRO 3. Comparación de los resultados de las pruebas bioquímicas de 

Bacillus spp cepa RCC7 y Bacillus cereus de COVEMI. 
 

PRUEBAS BIOQUIMICAS Bacillus cepa spp 
RCC7 

Bacillus cereus (COVEMI) 

Gram Bastones Bastones 

Catalasa + + 

Movilidad. + + 

Nitratos. + + 

Vogues Proskauer - - 

Rojo de metilo - - 

Oxidación – Fermentación Fermentación Fermentación 

Lecitinasa. + + 

Arabinosa - - 

Xilosa  - - 

Manitol - - 

Crecimiento aerobios + + 

Triple azúcar hierro K/K K/K 

Lisina hierro agar K/A K/A 

UREA + + 

Citrato  + * - * 

Gelatina - - 

Motilidad + + 

Indol - - 

Ornitina - - 
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Cuadro 4. Actividad específica del sobrenadante de cultivo de Bacillus cereus 
cepa RCC7.  

SOBRENADANTE 

  
Proteína µg/mL 

UH/ 100 mL Actividad específica 

70.707 320 4.5 

 

La actividad específica se calculó: UH/100 mL de proteína. 
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Cuadro 5. Actividad específica de las fracciones obtenidas del sobrenadante de 

cultivo de la cepa RCC7 de Bacillus cereus. 

 

Fracciones   
Proteína 
µg/mL 

Inverso de la 
dilución UH/ 

mL en sangre 
de gallina. 

Actividad 
específica en 

sangre de 
gallina 

Fracción   50 % 40.174 80 1.9 
Fracción   60 % 8.855 40 4.5 
Fracción   70 % 2,939 20 6.8 
 

La actividad específica se calculó: UH/100 µg de proteína. 
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Cuadro 6. Actividad específica de la combinación de fracciones obtenidas del 

sobrenadante de cultivo de la cepa RCC7 de Bacillus cereus. 

 

Fracciones   
Proteína 
µg/mL 

UH/mL sobre 
sangre de 

gallina. 

Actividad específica 
en sangre de gallina 

Fracción   50% + 60 % 24.4 80 3.2 
Fracción   50% + 70 % 21.5 88 3.7 
Fracción   60 % + 70% 11.79 0 0 
 

La actividad específica se calculó: UH/100 µg de proteína. 
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Cuadro 7. Actividad específica del sobrenadante y de la fracción 25 de la cepa 

RCC7 de Bacillus cereus 
 

Fracciones   
Proteín
a µg/mL 

UH/ ml en 
sangre de 

gallina. 

Actividad 
específica en 

sangre de 
gallina 

Sobrenadante 70.707 320 4.5 
Fracción 25 1.81 320 170.67 
 

La actividad específica se calculó: UH/100 µg de proteína. 
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Cuadro 8. Eritrocitos incubados a diferentes tiempos con sobrenadante y fracción 

26. 

 

 
Se realizaron frotis de las diluciones, se tiñeron con Giemsa, se observaron al microscopio, evaluando la morfología de los eritrocitos y 

leucocitos a diferentes tiempos 

. 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tiempo de 
incubación 
(minutos) 

Sobrenadante Fracción 26 

Eritrocitos Leucocitos Eritrocitos Leucocitos 

30 Con 
citoplasma pequeño 

deformado. 

No hay alteración   Completos, con 
citoplasma pequeño 

No hay alteración  

60 Con citoplasma pequeño 
deformado 

No hay alteración. 
 

Lisis No hay alteración 

120 
 

Lisis  Deformación de 
membrana 

 

Lisis No hay alteración de 
forma 

240 Lisis Deformación Lisis Alteración de la forma 

480 Lisis Deformación Lisis Alteración de la forma 


	Portada
	Contenido 
	Resumen 
	I. Introducción 
	II. Antecedentes 
	III. Justificación 
	IV. Hipótesis 
	V. Objetivos 
	VI. Metodología, Resultados y Discusión de Caracterizar Bioquímicamente la Cepa de Bacillus spp RCC7
	VII. Estandarizar una Prueba de Determinación de la Actividad Hemolitica de Bacillus Cereus spp Cepa RCC7
	VIII. Separa la Proteína con Actividad Hemolitica de  Bacillus spp Cepa RCC7 que Causa Lisis Selectiva de Eritrocitos de Gallina Gallus gallus
	IX. Establecer la Concentración Ideal de la Hemolisina para Lisar Eritrocitos de Gallina Doméstica Gallus Gallus sin Afectar Leucocitos 
	X. Determinar la Actividad Hemolítica en la Técnica Manual y Comparar el Método Manual Tradicional con el Método Automatizado Utilizando la Hemolisina de Bacillus spp Cepa RCC7
	XI. Literatura Citada 
	Anexo



