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t. 1 N T R o D u e e 1 o N 

El uso de animales de experimentaciOn en proyectos de 

Docencia e Investigacion tiene gran importancia desde hace mucho 

tiempo, 

de una 

esto ha llevado por consiguiente a la selección de cepas 

gran variedad de animales, para apl i caci bn las 

distintas hreas Cientif1cas. 

Los animales util1zados 1 por mencionar algunos ejemplos, son 

ratones, caballos, monos, carneros, cuyos, etc; y las aplicaciones 

Que pueden tener cada uno de ellos muy variada, pudiendo 

ejemplificar entre estas, la administracibn de nuevos medicamentos 

antes de que puedan ser usados para consumo humano,con el fin de 

toMiCidad v efectos adversos, la utilizaciOn de su 

sistema 1nmun1tario para l~ producc1bn de vacunas, y una 

aplicacibn especifica la del cerdo 

biolbglco por sus semejanzas fisiolbg1cas 

otras. 

magn\f1co modelo 

el hombre, entre 

Va que el perro en algunas tnst1tuciones tiene la aplicac10n 

de un modelo para la pr~ct1ca de cirug\as, puede hacer tambi~n 

de este animal de e~perimentactbn en la obtenc1bn de 

sueros h1per1nmumes, as\ como en la dotacibn de hemoderivados como 

son: 

Sangre total 

Suero 

Plasma 

Glbbulos roJOS 

Factor Vil 

Factor V 

Hemoglobina 

Hem\na 
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Adem~s de que la relacibn existente entre el perro y •l 

hombre puede ser tanto ben~fica como perjudicial, en la primera 

por ser l1til como compan-1.i, vigilancia, protección, etc; y en la 

siguiente por ser fuente de problemas de salud pl1bl1ca, como la 

transmisibn de enfermedades parasitarias y de rabia. 

1.1 ORIGEN DEL PERRO 

El hambre en su incesante bOsqueda a lo largo de la historia 

y de la evoluc1bn ha tratado de encontrar el origen de las razas 

caninas. Este tema resulta de interés general st se tiene presente 

el hecho de que e.< 1 sten el mundo ra2as cdn1nas con talla y 

estructura sumamente dl ferente. 

Entre las teorfas que tratan de establE"cer el oru~en del 

perro manejadas con mayor frecuencia ~nc.uentran: la que 

sostiene que el perro es descendiente directo del lobo, la que 

uupone que proviene de una hiena o de un chacal domesticado, y 

aquella que considera que el perro es descendiente de los perros 

salvaJes. 

Es posible que los primeros animales llamado~ perros, hayan 

sido tipo de lobo, pero hasta la fecha no se ha logrado la 

comprobación total de esta teorfa. 

Los paleontólogos con el fin de determinar el origen de e~tos 

carnrvoros han hecho estudios qeoloq1cos¡ basandose en los fosiles 

encontrados en muchas partes del mundo. 

En ellos se ha percibido una estrecha afinidad con alg~nas de 
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las razas caninas que hoy eMisten, relacion~ndo1as los 

creneos, dientes, quijadas y partes de algunos huesos de animales 

que existieron sobre la tierra hace 50 mil anos aproximadamente. 

Probablemente estas relaciones se refieren al llamado PERRO DE 

PEAT O CANIS FAMILIARIS PALUSTRIS, que fue el primero que mereciO 

el titulo de perro, y al cual tambi~n se le encontrb en tiempos de 

los romanos; asimismo, considerado el perro primitivo de las 

antíguas viviendas de Suiza. 

Entre los fósiles mAs antiguos encontrados en el Continente 

Europeo, mención el esqueleto de un animal que existió 

el a1'\o 1750 A. C. 

Para comprender meJor la evolución de la f~m1l1a del perro, 

tiene que retroceder 60 millones de ahos de Historia 

geolbg1ca; al per,odo EOCENO, cuando lo~ mam\fPros que ex1stlan 

sobre la tierra eran relativamente nuevos y ninguno de ellos eran 

grande, fue a.quE>l E>ntonces cuando e.o1.1st1ó un pequPn"O animal 

mamffero carnfvoro que los paleontOlogos han llamado MIAClS. 

El MIACIS vivió en Europa y Asta, era un animal arbóreo, de 

cuerpo largo y miembros relat1vamente cortos, de cola larga, 

aproximadamente del tama~o de un gdtO mont~s. tenla cinco dedos 

apoyados en el piso y garras retr~ctiles como la de los gatos. Del 

M1ac1s evoluciono otro animal que algunos autores se~alan como el 

CYNODICTIS. 

El CVNOOlCTIS apareció en el periodo OLIGOCENO, mantuvo el 

el cuerpo largo / sus miembros cortos, eran de pelo Aspero, cola 

l arqa, cinco dedos y garras retr~ctiles, parecido 



comadreja. t\lgunos de los fOs1les de este animal fueron 

encontrados en Oakota del Norte y en Colorado. 

CVNOOlCTJS d10 o,..igen al CVNOOESMUS que apareció en el 

MIOCENO, era extra~a cru1a entre can1no y felino, modif1cAndose 

su cráneo y sus m1embros, as! como su locomoc1ón; este ya no 

apoyaba el Quinto dedo sobre el plso. s1no le aparec1ó como dedo 

rudl mentar i o. 

Del CVNOOESMUS evolucionaron dos animales más, el DAPHAENUS y 

el TOMARC TUS, 

El TOMARCTUS, ya tenfa una forma de perro y d.:i origen durante 

el PLEISTOCENO a la fam1l1a CANlOAE en general y al género CANIS: 

Perro dom~stlco, perro salvaje, coyote, lobo, y otros, 

Los perro~ tal y como los conocemos ahora evotuc1onaron 

partir del PLIOCENO como una rama del TOMARCTUS. 

Esto e~pl1caclón lógica y convincente para tonos 

aquellas razas cuya e~tructura es parecida a lo~ lobos, con orejas 

erectas y cr~neo alargado. 

A partir de este punto, las dem.!s razas se han formado por 

las s1quiente5 causas: 

1. Mutaciones naturales. 

2. Por los d1st1ntos factores amblentales, cl1matolOgicas y 

reproductivos. 

3. Por la domest1cac1on. 

q, V finalmente por la intervención del hombre para fijar los 

distintos rasgoi:. f\s1cos y ps\qu1cos para satisfacer 

intereses. necesidades y caprichos. El selector de &sta"JO 
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caracter1sticas primer lugar ha sido el ambient2 y en segundo 

lugar el hombre. < 1 > 

l. 2 TECNlC"S lNMUNOLOGlC"S 

Se han ideado n~merosos m~todos para determinar la cantidad 

de anticuerpo en un ant1suero. Estos pueden clasif1c:ar:-se en dos 

tipos, métodoir;. "ín vivo" e "1n vilro", El primero requiere el uso 

de animales de e~perimentac10n, mientras Que el ~ltimo se basa en 

reacciones visibles Que ocurren al combinarse el antfgeno con el 

ant l cuerpo. 

Los m~tados "tn 1,1ivo·· para estimar el contenido de anticuerpo 

de un antisuero. miden la capacidad rel_at1va de tal antisuero para 

prole4e~ a los animales de e~per1mentacibn, contra dosis letales 

de bacterias virulentas; estds 

determinan la capacidad de neutralizar las man1festac1ones locales 

del antlgeno. tules como las reacciones cutbneas produc1das por 

tox\nas, o \d sens1b1l1zacibn pasiva local o generalizada. 

E:.i1sten numerosos metodos para medir la potencia del 

toman en cuenta el tipo de las reacciones 

inmunes y son: 

l. Métodos por d1luc10n: Son los metodos cl.!.sicos de comparac10n 

de los sueros 1nmunes 1 basAndose en el punto f1nal de la diluc10n 

m~s alta del ~uero en que puede observarse la reacc10n; como 

precipitac10n, aglut1naciOn 1 lisis o f1Jac10n de complemento, al 

agregar una cantidad constante de anti'qeno la dilución del suero 
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que da este punto final se conoce como titulo. 

Los m~todos de dtlucibn son muy usados en el d1agnbst1co 1 y 

proporcionan un medio rkp1do para obtener datos comparativos sobre 

la potencia de varios ant1sueros. 

2. M~todos de las proporc1ones ~pt1mas, estos procedimientos 

determl nan I • relaciOn dnttgeno/suero la ·que 

floculac10n con mayor rapidez. Se basan en la supos1c10n de que la 

velocidad de aquella 

el anticuerpo 

una medida de la comb1nac10n del antfqeno 

se produc1rb mbs rhpidamente cuando las 

proporciones relativas sean mhs favorables. 

3. M~todos Qufmtcos cuJnt1tat1vos. Este 9rupo d~ m~todos, cuyo 

se ha difundido. permite evdluar las cantidades del anticuerpo 

sobre una base ponderal cuya prec1s1bn, de acuerdo Jos 

requ1s1tos de la Qu\mtcd analtttca. ha contribuido a transformar 

la 1nmunoqulm1ca en una ciencia e~acta. l 2 > 

I.2.1 HEMAGLUTINACION PASIVA 

La aglut1nac1bn de un untlgeno part\culado por su anticuerpo 

espectf1co es, cla~1cam~nte, el camino m~~ simple de est1macibn de 

la cantidad de anticuerpo en suero. 

Algunos anttgenos solubles pueden cubrir materiales inertes 

tales como la oenton1ta o latew las cuales reaccionan como si 

ellas mismas fueran part,culas con Id &spec1f1c1dad antt9en1ca del 

unt 1 geno. Esto ouede entonces 

aglut1ndc10n. Stn emb.arqo, lales narttculas son dtftcile'"' de 
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cubrir, preservar y estandarizar, y ellas no muestran el amplio 

rango de utilidad Que fu~ al principio esperado de ellas. 

Las células rojas sangutneas, por otra parte se ha encontrado 

que son extremadamente convenientes como portadores pas1vos de 

ant\geno, ya que es posible cucr1rlas con cas1 cualQu1er ant\geno 

en su ccmple1a superf1c1e, est~n consideradas como los 1nd1cadores 

m:!is sensibles. 

La c~lu!as .-oJas de sunqre ti.enf'n una super f1c.1e ant1g~n1c.i 

elaborada. Aunqu~ esto pued~ fac1l1tar el ataque de muchos 

ant\genos ocasiona comol1cac1bn en la prueba debtdo la 

frecuente presencia de anticuerpos heterb{tlos naturales la~ 

celulas en el suero de muchos animales y estos anticuerpos pueUen 

eliminarse antes de que la propia orueb~ sea llevada a cabo. La 

superf1c1e d~l Ant1qeno tiene, embarqo, la tac1l1dad de 

usad.• pal'"a celi..da. por 

acoplam1ento pr1mero a un anticuerpo ant1-c~lula ro;a. < 3 1 

Con algunos ant\qenos, part1cularmente los pol1sac~r1dos, las 

c~lulas rojas pueden eiect1vamente cubiertas solamente 

e)(pon1endolas al ant!Qeno por corto tiempo. Con algunas 

proternas este tipo de recubr1m1ento puede tamb1en tener Jugar, 

pero la sens1b1l1dad de las células resultantes mejorada 

enormemente, aglut\n1b1l1dad es incrementada por previo 

curtido. ( 4 ) 

Un recubrimiento ~~s sequro de la~ células puede ser 

acompa~ado por ataque del anttqeno a ellas a través de un enlace 

cnvalente. 
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Se pueden distinguir tres tipos de recubr1m1ento: absorc1on 

dtrecta del antlgeno por la c~lulas, la tecn1ca de celulas 

curtidas, y un firme enlanzam1ento del ant\geno a las c~lulas por 

varios medios, usualmente qu1m1cos. El reactlYO producido en cada 

caso sin embargo, el mismo y da resultados similares l • 

prueba de aglut1nac1bn. 

Se tiene que hacer notar que es posible realizar pruebas al 

inverso de este tipo por recubrimiento de la celulas 

anticuerpo y us~ndolas despues de ello para prob~r la presencia de 

ant\qeno. e 5,6 J 

Para evitar las compl1caciones producidas por la presencia en 

pruebas de suero de aglut1n1nas directas contra celuias roJas 

heterblogas. parece lbgico celulas de la misma especie 

siempre que SE;>a posible. Sin embargo, rnuchos 1n1,1est1g.1dores han 

usado c~lulas de carnero o de humano del grupo O, ambas 

bastante fdc1les de Obtener en gran cantidad. Es usual absorber 

aglut1n1nas no especificas contra estas células en una etapa de 

diluc1bn 1n1c1al antes de la propia d1luc1bn. En muchos aspectos 

las c~lulas de carnero tienen resultados sat1sfactor1os la 

prdctica, aunque las células humunas, dice, tienen m.is 

cen~ib1l1dad para la t~cn1ca de curtido de células. { 7) 

Otficultades han sido e~per1mentadas con células de coneJo, 

ratbn y pollo en algunos sistemas ( 8 l, aunque encuentran 

adecuadas otros 9, 10 >. Las células de cerdo se han 

encontrado ser muy apropiadas como portadores en sistema 

completamente homologo, y células de caballo, y cobayo han 
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'9ido tambilin usadas con buen bxito. ( B, q, 10 J 

Muchos polisacaridos cubren calulas en una forma simple, asi 

que estos son l"'eac:tivo inmediatamente para anticuerpo. 

Muchos métodos simples son usualmente satisfactorios para el 

proceBO de cubrimiento, el antfgeno es solamente incubado con 

células frescas o formalinizadas. Hay con frecuencia una relaciOn 

directa entre la sens1bil1dad de las c~lulas resultantes al 

anticuerpo, la concentracibn del ant1geno u.sado, y el tiempo de 

exposicibn de las ct!-lulas, pero la temperatura a la cual la 

reacción debe llevarse a cabo no parece ser crftica. ( 11 ) 

1.2.2. COMPLEMENTO 

El sistema del complemento es uno de los sistemas enzim~ticos 

desencadenado el plasma de sangre; su accibn es usualmente 

iniciada por la comb1nacibn de anticuerpo y ant1geno. Es muy 

complejo, este compuesto; por lo menos 60 prote1nas. La reaccibn 

central del sistema del complemento puede ser considerado el 

desdoblam1ento de e a e un fragmento anafilotOxico de 6800 
3 3a 

mollg, y e el fragmento m•s 1 argo, el cual tiene un S1 tfo de 
3b 

unión evan~scente, por el cual llega a ligarse al sitio de 

fijac1~n del complemento. C es el componente voluminoso del 
3 

5istema, y todas las reacciones del sistema pueden relacionarse 

convenientemente al desdoblam1ento (act1vac1ón}, 1nact1vac10n, 

subsecuente parte en la causalidad de la lestbn l\ttca y otros 

fenbmenos btolbgicos Cpor eJemplo: adr1erenc1a y fagoc1tos1sl. 



10 

La via clasica de la fijacion del complemento mediada por 

complejos antiqeno-anticuerpo los cuales unen por la vía C su 
1 

componente C • El C sufre una reaccibn de activacibn requiriendo 
lq 1 

iones calcio en el cual C es convertido a una enzima activa por 
Ir 

mecanismos desconocidos, desdoblando a Cls para producir la enzima 

act.1va é-. Esta tiene dos sustratos C y C, C es una molécula 
l 4 2 4 

larga con tres cadenas la cual, se desdobla por e, uniéndose a C 
1 2 

en la presencia de iones magnesio. C2 esta tamb1en suJeto a ataque 

por e-, Conduciendo a la formac10n del compleJO enz.1mAt.1co ¿--, 
1 •2 

e~ta la C3-convertasa de la v\a cl~s1ca. 

El complejo C ocupa el sitio de acción del complemento por 
42 

sitio de unión en C , similar al C . La enzima tiene una v1da 
4b 3bo 

media corta, alrededor de 5 m1nutos a 37 C. 

La vfa alterna puede activarse por numerosos agent.es, 

incluyendo anticuerpos y sus fragmentos F<a~l2, endot.ox1nas, 

varios complejos pol1sacbr1dos y factor veneno de cobra. El rasgo 

d\stintivo, esenc1al de la vfa es Que se lncor-pora a ciclo de 

retroalimentación positiva. El producto pr1nc1pal de la vfa 

alterna es la convertasa e m1smo const1tuvente esencial de la 
3b 

convertasa, se combina con el factor 8 en presencia de lenes Mg 

y el factor B, entonces de di v1de por factor O. Hay 

terminac1bn paralela en los mecan1~mos de reaccibn de C y el 
3b 

factor con los de C y C • Lo~ mecan1smos de iniciac1bn de la v\a 
Ob 2 

alterna quedan alqo en disputa. S1n embargo, lo s1g1ente parece 

ser- acordado generalmente. 

L Cualquier reacc1ón la cual fragmente C a C es capaz de 
3 3b 
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desencadenar el ciclo de retroalimentacion. 

2. Al menos otras 2 proteinas estan involucradas en la via 

alterna, la properdina es un factor de inlciacibn. Ambaa tienen la 

propiedad de estab1112ar c--~Bb. y enzimas retactonadas cuando 
3b 

es tan forma activada, la naturaleza de las reacciones que 

causan activacibn no es entendido completamente. 

~. El complejo C ,8 es una convertasa ~ctiva débil de C sin 
3b 3 

fragment.~cibn del factor B por el factor o. El mismo factor O es 

posiblemente una proenztma, la cual requiere activaciOn a O. 
Es evidente que el ciclo de retroalimentacibn 1 como 

descrtbib, s1gue hasta que uno de los reactivos se agota. En 

realidad, hay un potente mecanismo homeostAtico mediado por el 

inactivador e 
3b 

inactivarlo. 

Esta es una enzima 1 ª· cual fragmenta a C para 
3b 

desencadenando el ciclo de retroaliinentacion y 

hacerlo m~~ e>ucaptibl& a otra6 en2imas proteoliticas. Hay un 

factor adic1onal - globul1na 1H - la cual es necesaria como un 

cofactor para la actividad del C3b inactivador. 

Hay también un inhibidor de e-. Este act~a bastante diferente, 
1 

un inhibidor estequ1omt:!-trico, el cual reacciona con la enzima 

activa. tambten se inhibe algo de las proteasas de los sistemas 

fibrinolftico y qufmico. 

La fase terminal de la secuencia del complemento es la que es 

responsable por lo mejor conocido y m~s caracter1stico de sus 

actividades, aunque posiblemente uno de los menos importantes 

biológicdmente, esto es de la formación del complejo 

mul ti mol ecuJ ar el cual penetra membranas biológicas y es 



12 

responsable de la hemol1sis y muerte bacteriana directa. No hay 

actividad enzimAt1ca conocída involucrada una vez Que C se ha 
5 

fragmentado en e y e La primera es una anafilotoxina y Que 
5a 5b 

m&s tarde combina con e y e para formar complejo 
6 7 

trimolecular el cual tiene difusibn limitada para la activac1bn 

del sitio por el cual ataca a la membrana biolbq\ca otras 

estructuras cercanas haciendose inactiva espontbneamente 

El complejo lítico es completado por la adicibn de C y d~ 

B 
varias moleculas de C • Al parecer el m1s~o compleJo se inserta en 

q 
la membrana biologica for'mando un "embudo" a tr"avtts del cual los 

iones pueden pasar libremente; el cual la célula no es capaz de 

reparar. La incompetencia osmbt1ca lleva la hinchazbn 

finalmente, a la ruptura de la c~lula. t 12 ) 

El complemento es uno de los pr1nc1pales mecanismos humorales 

efect.ol"'es del dano de los te.Hdos, inducido por los complejos 

inmunitar"ios. Los ensayos clfnicos ~tiles de complemento consisten 

primordialmente en el ensayo hemolft1co total o de CH , y la 
50 

fijacibn del complemento. 

La hemól1s1s de los eritrocitos mediada por anticuerpos 

especff1cos en presencia de la secuencia intacta del complemento 

puede empleada como prueba cruda escrutadora de la 

actividad del complemento en el suero humano. Sin embargo; 

utilidad se ha 11m1tado va que es necesaria una reducc1on OrAst1ca 

los componentes para producir una reducc1bn en la prueba de 

hembl1sis. Oe manera cl~s1ca, la prueba de hemblis1s emplea 

eritroc1tos de carnero tEl • un ant\cuerpo de conejo <Al par_a los 
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eritrocitos de carnero y el suero fresco de cobayo como fuente de 

complemento tCl. La hemoliPis se m1de espectrofotom~tricamente 

como la absorbanc1a de la hemoglobina liberada y puede 

relacionarse de manera directa con el numero de er1troc1tas 

11sados. La cantidad de lisis en s1 stema est.andar1 zado 

empleando E, A y C de~cr1be una curva s1qmo1de len forma de S 

lt~lica) cuando los valores son gr~f1cados contra las cantidades 

crecientes de complemento ahadido. 

La curva tiene forma de S, pero en la reg10n intermedia cerca 

de 50 % de hemblis1s, e~1ste una relac1bn casi lineal entre el 

grado de hembl1s1G y la cantidad de complemento prusente. En esta 

gama, el grado de er1troc1tos 11sados es muy sensible a cualquier 

alteracibn la concentrac1bn del complemento. Para f l nes 

cl\n1cos, la med1cibn de la act1v1dad hemol\t1ca total del suero 

tomada el nivel del 50 % de hembl1s1s. CH 
50 

unidad 

arb1trar1a que se def1ne como la cantidad de complemento necesario 

para la lis.is de 50 % de los eritrocitos condiciones estA~dar 

r-\q1oas. de sens1b1l1zac:1tH1 de los erit.roc:1tos. c:an anticuerpo lEAl. 

Estos resultados son e~presados como la rec:rproc:a de la dlluc:1on 

del ~uero que dd Sú % de hemol1s1s. Muchas ~artñntes de la prueba 

pueden lnfluir sobre el grado de hemOlis1s. Estas incluyen la 

conc:~ntrac1bn de los er1troc1tos, la fraq1l1dad (edadl de los 

la cant 1 dad clnt l cuerpo E?mpleado para la 

sens1b1l1zac1bn, la natura\Pza del .1nt1c:uc:>rpo {por C!Jernplo, IgG o 

lgM ), la fuprza lón1ca del s1stema amortiguador. el pH, el tiempo 

de reaccu~n, la temperatur.1 y la concentr..lclón de los cationes 
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divalentes lCa '· 
El valor de las unidades CH 

~ 
el suero humano puede 

determinarse en var1as formas. Habitualente se emplea la ecuaciOn 

de Ven Krogh, la cual convierte la curva sigmotde de titulacibn 

del complemento en una l\nea casi recta. 

La curva sigmoíde descrita por la ecuac10n de Van Krogh: 

X ~K(~y-) 
l - y 

l/n 

donde: 

X= ml de C diluido que son anadidos. 

V= Grado de porcentaje de lisis. 

K Cte. 

0.2 + 10% en cond1c1ones estdt1cas de E y A. 

Es convenie~te convertir la ecuación de van Krogh a una forma 

logar\tmica, la cual vuelve a la curva lineal para poder qraf1car 

los resultados clfntcos ( 13 1. 
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I.2.3. CELULAS FORMADORAS DE ANTICUERPO 

Uno de les avances mas s1gn1f1cativos me-todos 

inmunolOQicos en a~os recientes, ha sido el sistema de ensayo d& 

c•lulas de Jerne y Nordin. Este método mide el n~mero de c~lulas 

formadoras de anticuerpos contra anttgenos de c~lulas roJüS 

sangu1neas, perffi1t1endo el estud10 d1recto de la c1n~t1ca celular. 

La formactbn de placas deb1dO la 11berac1bn de 

hemol 1 e,\ n,;¡ por sola c~lula productora de anticuerpos, 

reveladas con complerr.ento despu~s de incubar en una capa de agar, 

una mezcla de qlbbulos roJos de carnero y c~lulas ltnfotdes de 

conejo ínmun12ado glbbulos rDJDS de carnero. 

Experimentos d~ este tipo Cür1 céiulas 11nfo1des de coneJO es 

~eme3ante a u<:>dl'" cetul.1s de ba:!C .:le r-at.bn, mo.;.t.r-~ndc. .:¡1-1~ &l 11~ 0;·,p:r¡:¡ 

de placas oot~n1do por esta v\a es proporc1onal al n~mero de 

placas de c~lulas l1nfo1des. Esto sugiere Que cada placa es debido 

la acttvtdad de una c~luld ind1v1dual. M1cr-oscop1camente una 

placa se mu~str-a como zona hemol1t1ca circular en un campo de 

c~lulas roJas ~sparcldns e~trechamente, el centro de la mayor 

parte de las placas 11nfo1des es presumiblemente visto la 

celula lib~radora de anticuerpos sens101l1Zados. l 14 ) 

Huchas mod1l1cac1ones. t I~. lb, 17, lU l µerm1ten el uso de 

B<lcter1as.. Haptenos, pol1p~t1dos s1ntet1cos m•s 

recientemente hetPrblogos de gamma globul1nas como ant\genos. 
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I.3. MEDIOS DE CULTIVO 

Un medio de cultivo microbiolbgico sat1sfactor10 debe 

contener fuentes disponibles de donadores y aceptares de 

htdrOqeno, carbono, nitrógeno, azufre, fosforo, sales tnorgAn1c:as 

y ciertos casos, v1tam1nas y otras sustancia~ promotoras de 

crecimiento. Esto or1g1nalmemte fu~ provisto en la forma de 

infusiones de carne, las cuales en ciertos casos, muy u<::>adas 

los medios de cultlYO. La e~tractos de levadura 

pero 1 a 

preparación de estas sustanc1tls est~n. su;etas a Id p~rdtda de sus 

fuente dl~pon1ble de n1trbgeno y carbono. 

La peptona es usada en los medios de cu!t1~0 para proveer una 

fuente de nitrbgeno, ~esde prote\nas nativas que generalmente no 

afectadas por las bacterias. Mbs m1croorgan1smos capaces 

de utilizar los am1no4c1dos y otros compuestos simples de 

nitrbgeno presentes en la peptona. < 20, 21 J 

El desarrollo de m1croorqan1smos sobre medios d~ cultivo 

depende de un n~mero importante de factores Lomo son 

La d1spon1b1l1Uad de los nutrientes adecuados. 

b. La d1span1bll1dad del o.:\gena otros gases se9~n 

requeridos. 

La necesidad de un cierto qrado de humedad. 

d. El medio debe ser parte de la reaccibn apropiada 
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e. Las relaciones de temperatura apropiada. 

f. Las condicionañ de esterilidad del medio. 

g. Evitar la contaminacibn. 

h. La adictbn de sustancias que enriquezcan el medio. 

i. La adición de colorantes para la selecciOn, diferenciación e 

identificación de microorganismos. l 22, 23, 24, 25, 2b 1 

Ciertas bacterias requieren de la adición de otros nutrientes 

tales 

van 

suero a sangre a los medios de cultivo en los cuales 

propagados. Los carboh1dratos puedan también 

necesarios y ciertas sales como el calcio, magnesio, 

manganeso. sodio y potasio parecen ser requeridos. 

El cultivo en sangre esta entre los procedimientos de m~~ima 

prioridad compromettdos por el laboratorio de Microbiologta. 

Este med10 de cultivo representa una base rica en nutrientes, 

la cual proveee condiciones de crecimiento Optimas para 

microorganismos e~igentes. El valor de pH 6.8 estabiliza los 

corp~sculos de lo~ glóbulos ro;os, y favorece la formaciOn de 

claras zonas de hemOlisis. 

La sangre de carnero fresca la más adecuada para 

determinar las dif9rentes formas de hemblis1s. 

La razbn de tal prioridad de este medio es obvia, por la gran 

necesidad de la Cltnica para conocer r~p1da 

presencia de microorganismos patogenos. 

e~actamente la 
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11. F U N D A n E N T A C 1 O N D E L T E n A 

Con base 

Hemoder1vados, 

los requerimientos de abaStl!ci mi eonto 

propone una lnvest1gac1bn del perro como animal 

de exper1mentac1bn que es de f~cil accesib1l1dud, bajo costo y 

amplia aplicacibn 

Bioml:!odi c:as. 

la 1nvestigacibn dentro dP las Ciencia~ 

El perro pertenece a la fam1l1a de los Canfdeos, y su nombre 

g~nerico es f~~i~ !~~lll~~l~· 

Es un animal que e~iste es el mundo en diversas razas con 

talla y estructura sumamente diferente; tan pequehos el 

Chihuahueho y tan grande como los Mastines, con pelo largo, pelo 

corto, pelo de alambre ~l; oreJas erect1les 1 ca1d~s, 

redondas o en punta; con ojos saltones, redondos o almendrado5, 

diferentes formas de crdneo, etc. 

Tiene 

pubertad 

promedio de v1da de 15 a~o~, la hembra llega a la 

Jos 6 bl2 meses dependiendo de la raza, el macho 

aproximadamente de l a 2 m~se~ después. El perfodo de gestdciOn 

var\a entre los 58 y 63 d\as. y tienen un promedio de cr\as de 2 a 

ha~ta 15 grandes, La vt da 

reproductlVd en las he:>r!'-bras e~. d"" 6 a 10 an-os y en los machos de 6 

a 14 ahos. 
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El hombre a tenido una 1mportante intervencion para fijar los 

dJstintos rasgos fisicos ps\quicos para satisfacer sus intereses, 

necesidades y caprichos, acentu~ndoles sus facultades naturale~ 

por medio de la seleccibn como: la vista, el olfato para rastrear, 

la rapidez para cazar, el temperamento para defender la 

inclinacibn a la fidelidad y el afecto del perro para con amo. 

Entre los uso~ del perro est& el de protecc10n, de gufa 

tciegosl, as\ como el rastreo de personas perdida~ y dro9as. 

Son animales nobles y su alimentación es econOmica, ademAs 

que tienen un valor estimativo muy alto. 

Teniendo cuenta que en la Ciudad de México el n~mero de 

perros c~lleJeros muy grande; y que son ani1nales que despu~s de 

mucho deambular- malos cuidados ter-minan 

Arit1rrdb1cas para i;,u control y después su muerte, 

Instituciones 

b1én son 

canalizados algunas Instituciones donde se les emplea para 

estudios Anatomof1siol6g1cos. se habla entonces de un animal que 

puede Jugar dos papeles importantes en 

tnvest1gacibn, primero como guardi~n y segundo 

biolbgico de e~perimentac1bn • 

Insti tuci on de 

modelo 
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111. P L A N T E A ft 1 EN TO DEL PROBLEl\A 

El trabajo de Laboratorlo de lnmunologra y de M1crobiologfa 

requiere del de sangre de carnero, ya Que estb. 

indispensable para la preparac1bn de medios de cultivo o como 

reactivo btolbgico m~s en algunas t~cn1cas de laboratorio como 

Hemaglutinacibn pasiva, lnhib1cibn de la Hemag l ut i nac l bn, 

Titulac1bn de Hemolis1na, 11tulaclbn de Complemento, F1jacibn dR 

Complemento, C~lulas formadoras de anticuerpos, Producc\bn de 

sueros htper1nmunes, Pruebas de neutralizactbn, Preparacibn de 

medios de cultivo con suplemento de sangre total o Hemoder1vados. 

Todo esto origina gran necesidad de la sangre 

frecuenc1a, 

cu~nta 

el problema en esto radica en que a veces no se 

el animal, esto es por- su costo, mantenimiento, o 

~implemente por de~cuidos de este, a'!.\ p~rdida da como 

consecuenc1a la carencia de reactivos en el laboratorio, en 

algunos casos muy e~tremos tener Que ut1l1zar sangre humana. 

Este proyecto est~ encam1nado a la lnvestigacibn de la sangre 

de perro, la elaborac1bn de MedlOS de cultivo tVcnica.• 

lnmunolbg\cas, con el f\n de verificar si est~ puede utilizarse 

para reemplazar a la sangre de 
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IV. O B J E T l V O 9 

1. Determinar el aprovechamiento de la sangre de perro en 

diferentes medios de cultivo microbiolbgtco. 

2. ln\le<Sttgacitin de la c:apac1dad del perr-o para la pr-oduccibn 

de ant l cuerpos. 

3. Et.t 1 mac i ón de la espec1fic1dad y titules de Jos 

anticuerpos producidos por el perro. 

4. Utilidad de tos hemoderivados del perro en tecnicas 

comunes 1nmunolbg1cas. 

V. H l P O T E S 1 S 

Si la sangre de perro posee caracter\sticas similares la 

sangre de carnero, oue es ~t11 en las ~reas de M1crob1olog\a 

lnmunolog\a, entonces tendrh. las apl 1 cae iones, tanto en el 

dtagnbstico, como en la inves.t1gac1bn del h.rea Biomtlid1ca. 
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VI. " A T E R 1 A L Y " E T O D D 

A> MATERIAL BlOLOGICO 

Glóbulos rojos de Carnero 

GlObulos rojos de Humano 

GlObulos rDJOS de Perro 

GlObulos rOJOS de Rata 

Sangre dcsf1br1nada de Perro 

Suero de Cobayo 

Suero Humano descomplementado 

Suero de Per-ro 

Cepa~ Bacterianas <Tomadas del Cepar10 de E.N.E.P. ZARAGOZA> 

~=E!l!Y§ ~~!br2s1~ ?!~!P!Pf PEE~~ ie~s=li~ 

~efi!!~~ f~rgy~ ?!r~P!QfPESY2 P~!2~~ 

~2E!l!Y~ ~.!:1E!1!!.? ?!r!P5QfQffY~ Q~Q9!D!~ 

f~~~.i92 {ll9!f~~? ?.!.!'!!P!flf-flfS.!:1!> .?P.09!=!1~ 

~Qr~~~Q!~!~C~~~ ~9~1 

~q~~Q~~~~~~~~~~ ~~~~~l~ 

s~s~~~LSQL~ ~~LL 

~L~~~~L~ ~~~~~t~~Qt~~~ 

~~~~~g~q~~ ~~~~qLQq~~ 

~~L~QQ~LL~ ~~~~L 

~t~~Q~L~SQSS~~ ~~~~~~ 

Estreptococo hemo11tico beta 
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Bl REACTIVOS 

Acido Citrico Monohidratado. J. T. Baker. 

Agarosa. Sigma 

Bicarbonato dP. Sodio. J. T. Baker. 

Citrato de Sodio 01hidratado. Monterrey. 

Cloruro de Calcio Monohidratado. J. T. Baker. 

Cloruro de Magnesio He~ahtdratado. J. T. Baker. 

Cloruro de Patas10. Merck. 

Cloruro de Sodoo. Monterrei• 

Fosfato de Potasio Monob,sico. J. T, Baker. 

Fosfato de Sodio D1b~sico. J. T, Baker. 

Gelatina. J. T, Baker. 

Gluc:os.a. Mere: lo. 

Medlo Esencial Mrn1mo en Earle. M1crolab. 

ROJO de Fenal. Sigma. 

Sulfato de Magnesio Heptahidratado. Merck. 

Tr1etanolam1na. J. T. Baker, 

Bao;.e de Agar Sangre. Merck. 

CI MATERlA.L 

AlgodOn 

Bulbos de ptast1co para pipetas Pasteur 

CaJas de Petr1 de 10 y 20 cm de d1ametro. Corn1ng y Pyrex. 

Canüla~ y Cat~teres 

Cap i la,.. es 
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Equipo Ou1rtJ,.-gico 

E~p&tul~ de Acero tnoxídable. Sclentific Products. 

Grad1llas de 20 y 36 tubos 

Jerin9as desechables de 1, 3, 5 y 20 ml. Plast1pak. 

Matraces aforados de 100, 250, 500 y 1000 ml. Pyrex. 

Matraces Erlen-Meyer de 50, 125, 250 y 1000ml. Pyre1t. 

Mechero Fisher. Sc1ent1f1c Products. 

Microd1lutores de 50 m1crol1tros. Microt1ter. 

M1crop1petas de 50 m1crol1tros. M1crot1ter. 

Papel P.iraf1lm. 

Pipetas graduada~ de 1, 2, 5 y 10 ml. Pyre~. 

Pi petas Pasteur. 

Placas de M1crot1tulac10n dP 12.7 x 9,5 cm. Cooke. 

PortaobJetos de 75 ~ ~5 mm, Profes1onal. 

Probetas de 25, 50, 100 y 500 ml. Pyre1t, 

Tabla de d1secc1bn de 40 ~ 25 

Tamices met~licos de 3 a 4 cm de d1dmetro 

Tela de Asbesto 

Tubos de ensayo de 13 x 100 y 12 ~ 75 mm. Pyrex. 

Triple met::J.l 1co 

0) EQUIPO 

Agitador Vorte~-Gen1e 

Odl~nza Anal\tica. Mettler, HBO 

Aalanza Granatarta. 
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9aho de agua c:on temoeratura controlada. Prec1~s\on. 

Centrf4uga cltn1ca de B camisas. Sol-Bat, V-2 

EspectrofotOmetro. Bau~h & Lomb, Spectron1c 20. 

locubadord. Riossa, EC. 

Micro~cbQJO bptlco. Carl-Z1ess. 

Olla de pres1on de 10 l. Presto. 

Potpnc10metro. S.uqeht-Welc:h, PBL-400, 

Re-f r t 9erador. Phi 11 ps, 127-VCA. 

VI. 21 E !3 !' E ~ B ~ f l 9 !:' 9 g ? 9 k Y f 9 !:' g !! 

20.5 g. Gluc:osa 

8.0 q. Citrato de Sod10 Othldratado 

O.SS g. Ac:ldo Citrico Monohidratado 

4.2 Q• Cloruro de Sbdio 

0~$olver en un litro de agua dest1lada. 

Esterili2ar a tO lbs. de presiOn por 15 m1n. 

2 •. fü!t-Y~JQt-1 .?BhJ~B Ji>.9!9.t"Jf.€'.! ?.!~.d~ 

Disolver 8.5 9, de Cloruro de Sod10 en un litro de agua 

destilada. 

3. ?9~~fJQ~ p~ ~~~~?~ 

Pesar: 

1.0 g. Glucosa. 
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8.0 g. Cloruro de Sodlo 

0.4 g. Cloruro de Potasio 

0.14 g. Cloruro de Calcio 

0.1 g. Sulfato de Magnesio 

0.06 g. Fosfato Monopot~sic:o 

0.06 g. Fosfato Oisbd1co 

0.35 g. 81carbonato de Sodio 

0.02 g. Rojo de Fenal. 

Olsolver en un litro de agua. 

Esterilizar a 10 lbs. de presiOn por 15 minutos. 

4. ~º~~~LQ~ ª~~l~~~~~Q~llq~~~º~ ~~ l~lSl~~º~~~L~~L lQ~ e~=r~~ 

!..l'ª'~t. 

Pesar<: 

75 g Cloruro de Sodio 

1.0 g. Cloruro de Mag~eslo 

0.22 g. Cloruro de Calcio 

28 ml. Tr1etanolam1na. 

D1 s.ol \ler 80(1 mi de agua des ti 1 ada. 

Se ahade Acido Clorh1dr1co IN suficiente para ajustar el pH a 

7.4 y d~spues sP ag~eqa agua destilada hasta completar el litro • 

.;elat1na a una c:onr:t"ntrac:1bn final c:SF:-1 0.05 'l. <lXI. 



27 

s. ~SP19 S?S~~JBk ~J~J~9 J~S~l~ 
PeGar 0.9486 g de MEM y disolver 100 ml de agua destilada, 

e•terllizar por filtracibn en membrana y agregar Bicarbonato de 

Sodio (10'/.) estl>ril, hasta el vire a color salmtin. 

B. O g Cloruro de Sodl o 

0.2 g Cloruro de Potasio 

l. 15 g Fosfato de Sodio Dib,sico 

0.2 g Fosfato de Potasio Nonobksico 

Disolver en agua destilada y aforar a 1 litro. 
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Yl .. 31 t1 g !> J 9 ? p g g hl k .! J 'i 9 

1 > BASE DE AGAR SANGRE: 

Suspender 40 g. 1 litro de agua destilada, dejar repo~ar 

por 15 minutos y c:alentar ebulllcibn hasta di sol ver 
o 

completamente, esterilizar en autoclave < 15 m1nutos a 121 C l. 
o 

Oespu~s enfr1ar alrededor de 45 a 50 C, y agregar la sangre 

desfibrinada est~r-i 1, en una concentrac1ón del 3 al 5 %. El medio 

es distr1bu1do en caJaS petr1. 

l. PREPARAClON DE GLOBULDS ROJOS: 

De los eritrocitos obtenidos de sangre soluc10n de 

Alsever, se toma una muestra tubo cond1c1ones de 

esterlltdad, para la~arlos e~tcs centrifugan a 1500 rpm por 5 

minutos, se elimina el sobrenadante, este paquete se resuspende 

soluctOn salina t6otOn1ca t S.S.1.) se centrifuga, se elimina el 

sobrenadante, repitiendo esta operac10n 3 veces, el paquete final 

se resuspende el volumen de S.S. I para obtener la concentracibn 

f 1 nal deseada.. 

2. SUERO DESCOMPLEMEN1A00 
o 

El suero se pone en un baho de agua a 56 C por 30 minutos. 

3. SANGRE DE PERno 

4. SUEROS H l PER 1 NMUNE S 
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1. Se toman 15 capilares y con un marcador, se dividen 

cuatro parteo;. l q1.1al es. 

2. En 15 tubas de ensaye de 13 X 100 rotuiados prev1amente, 

hacen diluciones ser1adas del Ant1suerc. 

Se coloca 0.5 IT•l de soluc10n salina en cada uno de los 

tubos Pe ensaye. 

b. Al tubo l se aqreqan 0.5 mi del Antisuero, se Me:cla bien 

la pipeta. 

c. Se toman 0.5 ml de tubo 1 y s.e pasar> al tubo 2, se mezcla. 

d, El procedim1ento ~P rep1te para los tubos s1gu1entes. 

3. Se toma un tubo capilar y se absorbe por cap1lar1dad 

volumen tal de suero <Agl Que lleque hasta la primera de las 

ma,..cas del tubo .. 
o 

4. El tubo c.apl lar se qira 180 C v se hacen descender el 

volumen de ant1suero hasta el borde correspond1ente. 

5. Se abc;orbe en f Ol'"ma si mi 1 ar a 1 a descr t ta en el punto 3, 

volumen tal drol Ant1'5iui:?ro. Sin d1lu1r, Que lleque hasta \a 

segunda marca de\ tubo. 

b. s~ mezcla por inversión rPpet1da. 

7. Con el dedo 1nd1c~ se tapa uno de los e~tremos del capilar y se 

deja que el conten1do quede en las marcas intermedias, 
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8. El cac1lar se introduce und gradilla de plastilina. 

9. Se repite el procedtm1ento se~alada desde el inciso 3 al 8 

para cada una de las diluc1ones del Ant1suero. 

10. Se deJan unos m1nutos a temperatura ambiente y se guardan 

en refr1gerac1bn por 24 a 48 hrs. 

11. Se mide la cantidad de prec1p1tado pn m1l1~etros. 

12. Gra;:1c:a,.. la canttdad de Ant1suero agregado contra la 

cantidad de precipitado. 

l. Tomar una muestra de Antisuero y descomplementar. 

2. Pr-eparar suspens1bn de glbbulos roJos, Cver: MATERIAL 

BIOLOGICO>, al l 'l. en soJuc:ibn salina Jsottintca <S.S.J>. 

3. En una placa de H1crot1tulac1bn poner 50 ul de soluctbn de 

PBS en 12 pozos, para realizar d1luc1ones al doble del Ant1suero, 

4, Con 

f 1 ama, tomar 

m1crodilutor de 50 ul, previamente quemado a la 

muestra del Ant1suero. 

5. Poner esta muestra en el primer pozo, y agitar girando 

par a homogen l z dr. 

6. Pasdr una muestra con el m1crodilutor al segundo pozo, 

a91 tar. 

7. El proced1m1ento se repite para los 9 pozos siguientes. 
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8. AQregar 50 ul d@ la suspensión de glObulos rojos al 1 %, a 

los 12 pozos. 

o 
9. Cubrir las placas con papel parafilm, e incubar A 37 e 

por" heril. 

10. Guardar 

11. Observar el primer pozo el cual se produce la 

aglutinacibn y tomar como titulo el po20 anter1or a este. 

1. Oevcompl~mentar una muestra de Ant1suero. 

2. Preparar una. suspensibri de glbbulos rojos al 1 'l. en S.S. l. 

3. En serie de 14 tubos agregar O.S ml de PBS, cada 

uno. 

4. Tomar una muestra de 0.5 ml del Antisuero y llevarla al 

primer tubo, mezclar, con la pipeta. 

5. De este tubo tomar 0.5 ml y llevarlos al segundo tubo, 

mezclar. 

b. Repet1r el pruc.:ed1m1ento, hasta el tubo 13, el 1llt1mo es 

el test\ go. 

7. Agregar 0.5 ml de suspensión de glObulos roJos al 1 '/. 

los 14 tubos. 



32 

o 
a. Incubar los t~bo5 a 37 C por una hora. 

refr1 gerac:1 on por Z4 hol""as. 

10. Ob~ervar el pr\mer tubo de la serte el cual se forma la 

aglut1nacibn de er1troc1tos y to~ar como titulo el tubo anterior a 

este. 

IV. ~S!~~~l~~~lQ~ º~ ~s~~~~~ ~º~~~º~~~~ º~ ~~l~~~~~~Q eg~ ~~ 

~~I.QºQ QS. -LS~"!S 

1. Se toman ratones 1nmun11aoos orev1amente b dla~ antes y se 

isacrifican en C:2imara de l!ter. 

2. Se P:.:trae el bazo, y se p~sa a una c.aJa ele Petrt, que 

contenga 4 ml de soluc1bn de HanY~. el ba~c col oc:a un tdrni z 

met~l ico y con un tubo 'be macera, quedan.~o el t am\ z sol o la 

c~psula del b~zo. 

3. La suspens1on pas.s a un tubo de ens•ye y se deja 

seo~mentar 3 m1nutos, el sobrenaóante se pa~a a tubos 11mpios y se 

hacen dtluc:1or.es l:lO y 1:20 ccin solut:\bn de Han!..-;, deb~ 

bial'io ceo 11ie10. 

4. Seo lavan los glObuloo;. ro;oo:. en 'i.olui:10n salina 3 vPces y 

diluyen 1:10 en ~oluc1bn d~ Hanks. 

5. Se prepara agdros~ al 0.6 % en ~edio esenc1al mfnimo 
o 

tMEMI, y mantener en un ba1'"'io a 45 C. 
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b. En un tubo de ensaye se mezclan 0.1 ml de las suspensibn 

de c~lulas m~s 2 ml de la suspensibn de glbbulos roJos, mbs 2 ml 

d• agarosa 1 se homogen1za la suspensibn usando un agitador Vortex. 

7. ~· ~u•pensibn se vacia r~pidamente a una caja de Petri de 

10 cm de di~metro y se distribuye la agarosa por toda la caja con 

movimientos circulares. 

0. Se deJa reposar la caja en una •uperficie lisa hasta que 
o 

~olid\fique la agarosa, se incuba a 1? C durante 45 minutas. 

q. Se agrega a cada caJa 2 ml de complemento fresco de cobayo 

diluido 1:10 en solucibn de Hanks. 

o 
10. Se distribuye en toda la placa y se incuba a 37 e por 

30 minutos. 

\\. Se deja en refrigeraciOn po,.. 24 horas, par-a hacer mAs 

n\tidas las placas l\t1cas. 

12. Cuantificar el n~mero de placas hemolfticas por caja. 

1. suspens1 On de gl Obul os rojos, lavando 

previamente con solución sallna \sotOn1ca, y poner al 2 % en TBS 

1 x. 

z. AJustar la suspensión en el espectrofotOmeto, de la 



siguiente manera: Mezclar O.b ml de la suspenslon de eritrocitos 

al 2 l y 3.4 ml de agua destilada. Leer la densidad bptica <O.O.l 

550 nm, uU l izando blanco de agua dest1lada, el 100 % de 

hemOllsis debe dar una O.O. de 0.5, si no se obt1ene e~ta lectura 

~e corrige el ~olumen med1ante la s1gu1ente ecuac1ón. 

V2 • k!.:..9.! ~ YJ 
0.5 

3. Descomplementar una muestra de Hemoli~1na, 

4. Preparar 3 diluciones de la Hemol1sina en TBSi 

A. 0.1 ml Hemol1sina • 9.9 ml TBS (1:100) 

B. 2.0 ml A+ 8.0 ml TBS ll:SOO> 

C. \.O ml A+ 9,0 ml TBS <t: 1000> 

'5. Se colocan 14 tubos, usando 4 para cada d1luc10n de la 

Hemol\sina y 2 para los test1gos de la pruba. 

TUBO 01\ ... UCION G. FI. 2% TBS AGUA 
DESTILADA 

1.0 ml 0.6 ml 0.4 mi 

2 0.7 mi O. b ml 0.7 mi 

3 o.5 ml O.b mi o.q mi 

0.3 mi O.b mi l. 1 mi 

Test1go . O.b ml 3.4 mi 

1estigo - O.b mi 2.4 mi 

6. Se me:clan los 14 tubos y se lncuban en un baho de .agua a 
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o 
37 C durante 30 minutos, con •gitacion frecuente. 

7, Obtener suero fresco de cobayo y diluir ti50 en TSS, para 

obtener 2 unidades SO % h•mo11ticas de Complemento. 

8. Sacar los tubo• y ad1cionarle a cada uno un ml de 

complemento, e incubar de nuevo a 37 C por 30 minutos, con 

ag1taciOn frecuente. 

9. Sacar los tubos del ba~o y agregarle a todos un ml de TBS 

fr1o, &Kcepto el testigo positivo, agitar los tubos. 

10. Centrifugar los tubos a 1500 rpm por 5 minutos. 

11. Leer los sobrenadantes a 550 nm usando como blanco el 

tubo testigo negativo. 

12. Calcular para cada tubo el porcentaJe de hemól1sis 

relac1bn el test190 positi~o y el volumen necesario de 

Hemolis1na para produc1r 50 % de hemólisiG, 9raf1cando un papel 

~emilogaritmico de Prob1tas, las abc1sas el porcentaje de 

hemOl1sis y en las ordenadas el volumen de suero usado. 

v1. qs1s~r:!l~~~Lº~ ~~~~Il!~Il~~ ~~~ ~ºr:!~~~~~~Iº ~~r:!~~º s~ ~~Lº~º~§ 

~Q?: lji;.r:!Ql=.ll!.!;.~§ 

l. Preparar una "Eouspens1 6n de g l Obu l O"=> r OJ os, l ª"ando 3 veces 

SSI y poner al 2 "/. en TBS 1 X. 

2. AJustar la suspensi On en et espectrofotOmetro, de 1 a 



siguiente manera. mezclar O.b ml de la suspension de eritrocitos 

al 2 1. 3.4 ml de agua ~estilada. Leer la O.O. 550 nm, 

utilizando un blanco de agua destilada. El 100 'l. de hemólisis debe 

dar una O.O de 0.5. si no se obtiene esta lectura se corrige el 

volumen mediante la s1qu1ente ecuaciOn: 

V2 = 9.!9.! ! ~j 
0.5 

3. A 10 ml de estd sus~en~10n anter1or ~e le ad1c1ona un 

volumen igual de hemol 1 s1 noi\ previamente titulada 
o 

descomplementada l2 U 50% H) en TSS. Mezclar bien e incubar a 37 

C durante 30 minutos con agitacia frecuente. Transcurrido este 

tiempo saca el matraz del bano y de esta manera se tienen los 

eritrocitos sens1b111zados. a una susper.s.1bn del l ·1.. 

4. Hacer tres diluciones. del suero humano problema en TBS de 

la siguiente manera: 

A. Q,4 ml de suero + 9.6 ml TBS 11;251 

8, 5.0 ml de A+ 5.0 ml TBS 11:50l 

C. 5.0 ml de 8 + 5.0 ml TBS ll:l00) 

5. Colocar 14 tubos, usando 4 tubos para cada diluc\On del 

suero, y dos para los testigos de la prueba. 

TUBO OILUCJON SUERO 

< ml > 

\.o 

2 o. 7 

ERITROCITOS 
SENSIBILIZADOS 

l ml l 

l. 2 

t. 2 

TBS 

< ml l 

o.e 

l. 1 
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3 0.5 1.2 l. 3 

o. 3 1.2 l.S 

TESTIGO POSITIVO l. 2 

TESTIGO NEGATIVO 1.2 l. B 

o 
Mezclar los 14 tubos e lncubar a 37 C durante 30 minutos con 

agitacion frecuente. 

6. Sacar Jos tubos y adicionarles a todos 1 ml de TBS frfo, 

excepto al testigo pos1t1vo, al cual se le pone 2.8 ml de agua 

destilada. Agitar los tubos. 

7, Centrifug<H- los tubos a 1500 rpm por 5 minutos. 

O. Leer lo~ sabrenadantes a 550 nm usando como blanco el tubo 

como testigo negativo. 

9, Calcular para cada tubo el porcentaja de hemól1sis 

rel ac1bn testigo positivo y graficar papel 

sem1logaritmico de prob1tas, trazado en las abcisas el porcentaje 

de hembl t sis y en J as ordenadas el volumen dE' suero usado ml. 

10. Localizar el volumen necesario para producir el 50 % de 

hembl1s1s, y calcular las unidades 50 % hemtil1t1c:as por ml. 
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Yl • bl~ ~ l Q Q Q 

Primero se anestes10 al perro y en condic1ones as~pt1cas se 

realizo venod1secc10n en el cuello, util1zando eQUipo Qu1rdrg1co, 

se canalizo la vena descub1erta con el uso de catetéres de 

jeringas estér1les, se sangró, la sangre se tomo en condiciones de 

esterilidad, usando mecnero de alcohol, rec1b10 en matraces 

desf i br l nar-

conteniendo trozos de v1 dr io, para 

solución de Alsever para mantener viable• los 

cual Q11~ era de 1 os casos la o;;angre -se mantu"o 

refr1gerac1bn hasta su uso. 

t t. f!:JklJY9?~ 

1. DEMOSTRAClON DE LA EFICACIA DE AGAR SANGRE OE PERRO EN 

MICROS lOLOGlA. 

Se prepararon caJas con Agar Sangre de Perro y Agar Sangre d• 

Carnero a una concentrac1bn del 3 %. 

A. PRUEBAS CON CEPAS BACTERIANAS. 

Se sembrdron c~pa$ bacter1ana5 del cepar10 de la E.N.E.P. 

"ZARAGOZA", s1mulUmeamente en Agar Sangre de Perro CASP> y Agar 

Sangre de Carnero lASC1 por estrfa cruzada, las cepas mencionadas 

en material b1olbq1co. 
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B. Se efectub morfolog\a Hacroscbpica y Microscbp1ca de cada 

una de las cepas bacteriana para la c:omprobacibn de la eficiencia 

del medio. 

C. Se ut1lizar6n placas de ASP y ASC simultaneamente en las 

siguiente~ muestras cl\nicas. 

26 E~udados faringeos. 

2 E~udados bticos. 

B Urocult1vos. 

5 E~udados vaginales. 

2 E~udados nasales. 

111. l. INMUNI ZAClONES. 

Se efectuaron inmunizaciones de cuatro perros con1 

al Glbbulos rojos de Rata. 

b) Glóbulos rojos de Carnero. 

el GlObulos ro1os de Humano. 

di Suero humano total descomplementado. 

Ill.2. Se 1nmun1laron deo;;. conejos1 

el Glóbulo~ rojos de Perro. 

Los animales que fueran 1nmun12ados 

siguieror. el <siguiente esquema de lnmun1::acic:in. 

GlObulos rojeo¡, 
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INVECCION TIEMPO DOSIS VIA 
No. DIA < mi l 

o 1.0 

2 2 '·º N 

3 1.0 

b LO R 

s 8 LO A 

b 10 2.0 V 

12 2.0 E 

8 14 2.0 " 
q lb 2.0 o 

PRUEBA 21 b 22 5 

SANGRADO A 

El perro 1nmun1zado r;cn ':luero humano total tSHT) siguió el 

s1qu1ente esquema: 

lNYECClON T lEMPO DOSIS VIA 
No. DIA < mi l 

o o.s 

7 3 1.0 

3 b LS V 

q 2.0 

PRllCBA SANGRADO 14 
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2. SANGRADO DE ANIMALES. 

Para el sangrado de los perros fueron anestesiados y 

condiciones as~pttcas se les realizb una venodiseccibn en el 

cuello, la muestra de obtuvo usando una c:;.nula, )a sangre ful!o 

recibida Matraz Erlenmeyer de l litro, y los animales se 

sangraron a blanco. 

Los conejos tambi~n fueron sangrado& a blanco, tomando la 

sangre por punclbn cardiaca. 
e 

La sangre se metio a la incubadora a 37 C por una hora y se 

saco para meter a refrigeración toda la noche para facilitar la 

contraccton del c:u~gulo. El sobrenadante o suero centrifugo 

2500 rpm durante cinco minutos, para eliminar totalmente los 

eritrocitos. 

Los ant1suero~ obtenidos se conservaron en congelaclOn. 

3. REACCIONES DE PRECIPlTACIQN. 

Con el ant1suero obtenido del perro inrnunizado 

humano total, realtzb la prueba de precipitacibn en capilar, 

para cuantificar el titulo antes de la sangr\a y posteriormente 

para constru1r una curva de precipitac1bn, para determinar el 

titulo que exist\a en los precipitados, para lo cual hi2b 

reaccionar cantidad constante del ant\geno, humano 

total, con diluciones al doble del Ant1suero. 
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4. REACCIONES DE HEMAGLUTINACION. 

El de los perros que fu~ron inmunizado~ con glObulo• 

rojos tearnero, rata y humano>, as1 como el suero de los conejos. 

inmunizados con Qlbbulos rojos de perro se titularon con la prueba 

de HemaglutinaciOn, primero hizo para conocer el titulo d~ 

anticuerpos, antes de la sangrfa y despu~s de esta, para obtener 

el titulo rea) del Ant1suero. 

Los Antisueros contra glObulos roJos de carnero, humanos, y 

perro titularon por Hemaglutinac16n en placa y el ant1suero 

contra glbbulos rojos de Rata se titulo por Hemaglut1nacibn 

tubo. 

5. DETERMtNACION DE CELULAS FORMADORAS DE ANTICUERPO POR EL 

METODO DE JERNE 

Para determinar funcionalmRnte las células formadoras de 

anticuerpos "in vitre", se utilizaron do& qrupos de 5 ratones, uno 

de los cuales se inmunizo con glóbulos rojos de Perro <GRP) v al 

otro con glObulos roJos de Carnero (GRCI, previamente lavados v 

puestos concentraciOn del 10 "t., inyectaron por vta 

intraperttoneal, 0.5 mi 140 UI de la suspenci~n correspondient~. 

Las c~lulas obtenidas de los ratones 1nmun1zados con los GAP, 

el sistema final, al poner sobre ~l agar 1 e agrec¡O 

suspensibn de GRP y de 

ratones 1nmunlzados con GRC. 

similar se hizo para c~lulas de los 
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6. TllULAClON OE HEMOLISINA, EN UNIDADES 50 % HEMOLITICAS. 

Para determinar el t1tulo de la Hemol1s1na en unidades ~O % 

hemol\ticas por ml, usaron GAP y como fuente de Complemento 

Suero fresco de Cobayo, las lecturas s1rv1eron para calcular la~ 

unidades 50~ hemol\ticas por ml de hemolis1na 1 esto se 

calculo el volumen en el cual se encuentran 2 U 50 'l. hemolftica~. 

?. OETERMlNACION CUAN'T11ATIVA DEL COMPLEMENTO HUMANO EN 

UNIDADES 50 % HEMOLITICAS. 

Para esta determinac10n se usaron b sueros humanos frescos 

de personas sanas, la hemolis1na ut1l1zada fu~ la obt~nida 

contra lo~ glbbulos rojos de perro, la fuente de complemento 

fueron lo~ sueros humanos y los er1troc1tos usados fueron GAP. 
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VII. R E S U L T A D O S 
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T A B L A 

S 1 EMBAA EN AGAR SANGRE DE PERRO V AGAR SANGRE CE CARNERO 

CEPA MORFOLOGIA COLONIAL M. MJCROSCOPJCA 

Colonias reaondas,0.5 a t Agr-egados de 

mm,con...,exa, l 1sa,entera, gram + 

blanca gris~c:ea,b1"1llante 

opaca. 

Estreptococos 

ª'!...e_~qq'!IJ.~';! Col en i as r "dondas , punt i fer_ Cocos gram + 

Estreptoc:cc:o 
hemol rt1c:o 

IT•es,aprox.0.5 mrn,c:cnvexa, 

blarica gris.1cea,br1Jlante, 

agrupado& par-es 

y c:acsena.s 

1:.:..1!~'2.'!.i:!.t!.:. Colonias redondas,c:onveMas Coc:obac:i los agru-

r:.i:?lq~'§> de 1 a 2 mm,enteras,bri- pados eon parE>s, 

l l antes, opdcas, Cl'"emcsas gram -. 

Colonias p 1 anas i rregul d- Bac:t los gr-am + 

de 2 a 4 mm, blanca~, 

br i 11 o, c:on5t stenc: ta 

seca, 

HEMOLISIS 
ASC ASP 

Beta Beta 

Alfa Alfa 

Alfa Alfa 

Al fa Alfa 

Beta Beta 

Beta Beta 
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•some,..1 lado. 

~~i;_l:l.'!':i.C:.'1.l-! Colon1.H• redondas con ... e"a'5o, Coc:obdCt los gram -

blancas gr-1sdicea~ 1 •nterao;., 

opaca•, br 1 1 1 ant eo;, cremosas. 

§~l~P!:l~l!!t Colonias redondas. ccnve1<as Bac:t lcs gram -

blancas gr t o:;..!cra'!'> 1 de 1 mm, 

opa e as, br 1 11 antes, c:r- emes as 

~!'~~Pfl:!'·fl~~ Col on1 a9" redonda'5o, convew.aoa 

<!.~r:.Y.ql_.'!~~oi!. b l .¡ne as, transl ~t. t d.a.ir., br t -

11 a1'\tes, c:r emo'5.a<s. 

i;_~~Cl.Lq<!. 

t!L~t~<!.'!~ 

Col on1 a5 redondas, con ve,. ac;, 

b l anca'!io, br 1 11 antes, opacas, 

Bac:t lO'!io gr-am -

Bac 1 loo;. gr am -
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TABL.A tA 

StEMBRA EN AGAR SANGRE DE PERRO V AGAR SANGRE DE CARNERO CON 'TELUR1i0 

DE POTASIO 2% 

CEPA OBSERVACIC!lE.S 

Se preserit O 1 o i. rnpreqn•c: l ón del te-

lul""t to en ambcis. m1td1os: obstH'"vandose 

el enne9rectmiento car.acterio:.tic:o 

-del medio. 



TABLA 2 

SIEMBRA EN AGAR SMmRE DE CARNERO v AGAR SANGRE CE PERRO DE MUESTRAS 

No, 
MUESTRAS 

2• 

uso 
CLINICO 

Exudado'3 

Far'ingeos 

E,.;udados 

_Ot_i ces 

Ur ocu 1t1 vos 

CLINICAS 

MICROORGANISMO 
AISLADO 

7 muestra .. con 

1 muestrd con 

Estreptoc:oc:o beta 

hemol 1 t\c:o. 

l muestr"a 

mue'5tr"a con 

MORFOLDGIA 

Colonias de 1 a 

3 mm,redondas, 

l l'5as,conve1<•s, 

brlll.antes. 

Colon1a13 punti-

forme~. rl!'dondas, 

muc:o1 cies, br i --

llantes,blancas 

gris:t.ceas,b•ta 

hemol\t1c:e. 

Col eni as reden-

coidl!'So 

Colonias reden-

das,dR 2 a :S mm, 

1 i ~as, conve;c as, 



2 

EMudados 

VaQinallPa 

EMudados 

Nasales 

entttr""as, br i 11 an

tes1 muc:oi des. 

NOTA: La Mo,..foloqfa Colon1al fuit \qual tanto l!n ASP y ASC. 
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T A 0 L A 3 

ESQUEMAS DE lNMUNlZAClON CON GLOBULOS ROJOS RATA, CARNERO, 

HUMANO. Y PERRO > EN PERROS Y CONEJOS. 

lNYECCION TIEMPO DOSIS VIA 
NUMERO D!A mi 

o l. o 

2 2 LO N 

3 1.0 T 

b 1.0 R 

5 B 1.0 A 

b 10 2.0 V 

12 2.0 E 

B 14 2.0 N 

q lb 2.0 o 

10 22 2.0 s 

11 2b 2.0 A 

SANGRADO zq 
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T A 8 L A 3 A 

ESQUEMA DE lNMUNlZACION CON SUERO HUMANO TOTAL EN PERROS 

lNYECCJ Ot.J T JEMPO DOSIS VIA 
NUMERO V!A ml 

o 0.5 

2 3 1.0 

3 b 1.5 V 

q 2.0 

SANGRADO 1• 

T A. 8 L A 

TlTULO FINAL DE LOS ANTISUEROS < PRUEBA DE HEMAGLUTINACJON l 

PERRO lNMUNl ZAOO TITULO 

l. Gl6bulos r'"OJO'li Oe rata 1:2048 

2. Glóbulos roJos carnero 1tbt1 

3. Gl6bulos r'"O)OS humanos t: 128 

CONEJOS 

l. Glóbulos ro Jos d~ per"rc 114096 

2. Gt Obulo<:. ro Jo, de pel'"ro 112048 

Ver gr::.fica No. t 
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T 3 
[ 
T 
u 
L 2 e 

(MIL) 

GRAFJCA No. J 

GRR 

TITULO ANTISUEROS 

GRC GRH GRP GRP 
PERRO CONEJO 

52 
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T A 8 L A 5 

VOLUMENES OBTENIDOS DE ANTISUERO 

PERRO INMUNIZADO 

1. Glbbulos rojos de rata 

2. Glóbulos rojos 

3. Glóbulos rojos humanos 

4. Suero Humano Total 

CONEJOS 

1. Glóbulos rojos de perro 

2. Glóbulos rojo; de perro 

VOLUMEN ANT l SUERO 
<Mi 1i1 itros) 

400 

230 

300 

400 

45 

50 

Ver grkfica No. 2 



V 
o 
l 

ü 
lv'. 

200 
Ñ 

100 

o 

GRAFICA No. 2 

VOLUMENES ANTISUERO 

GRR GRC GRH SHT GRP GRP 
PERRO CONEJO 
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T A B L A 6 

REACC!ON DE PRECIPITAC!ON DEL ANTISUERO HUMANO TOTAL 

CAPILAR mm DE PREClPITADO OILUC!ON 
ANTI SUERO 

3 112 

2 2 114 

3 2 118 

2 1i 16 

5 2 1:32 

6 2 1164 

1,5 11120 

8 1.5 1:256 

q 1.5 1:512 

10 1:1024 

11 112048 

12 114006 

13 1:8172 

14 1:16344 

15 1;32b88 

Ver grAfica No. 3. 
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REACCION PRECIPITACION 
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2.5 

2 

/ 1.5 

e 0.5 

o . 
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CAPILAR 

G:lAFICA No 3 50 



CAJA 

2 

3 

5 

CAJA 

2 

3 

5 
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T A 8 L A 

CELULAS FORMADORAS DE ANTICUERPO POR EL METODO DE JERNE 

GLOBLILOS ROJOS DE PERRO 

OILUCJON 1: 10 

No. PLACAS LITICAS FACTOR CELULAS FORMADORAS 
POR CAJA TOTALES 

174 400 69600 

308 400 123200 

325 400 130000 

270 400 108000 

2'14 400 97000 

O!LUC!ON 1 :20 

No. PLACAS Ll T lCAS FACTOR CELULAS FORMADORAS 
TOTALES 

800 

800 

ªºº 
800 

221 800 176800 
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T A B L A 7 A 

CELULAS FORMADORAS DE ANTICUERPO POR EL METODO DE JERNE 

GLOBULOS ROJOS DE CARNERO 

OILUClON 1:10 

CAJA No. PLACAS LIT lCAS FACTOR CE LULAS FORMADORAS 
POR CAJA TOTALES 

275 400 110000 

2 537 400 214000 

3 274 400 109600 

4 33ó 400 134400 

5 21>0 400 104000 

DILUCION 1t20 

CAJA No. PLACAS LJ"T lCAS FACTOR CELULAS FORMADORAS 
TOTALES 

3ó9 800 269200 

2 282 800 225600 

3 400 800 320000 

224 800 11noo 

5 188 800 150400 

------ - ----------------- -- -- - - --- ----- - - --- --- - - --- - -· ------ - ------
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TA9l..A 9 

TtTUL.ACtON DE LA HEMOLISINA 

SUEAO 1 

TESTIGO t• I: o.s 

TUBO ABSORBANC 1 A VOLUMEN Y. HEMOLtSJS 
11100 lr500 1; 1000 SUERO S: 100 J :500 1, 1000 

0.48 0.4~ o.39 1.0 96 90 76 

2 o.4q 0.4J o.30 o. 7 98 86 60 

3 0.4b o. 31 o. 24 o.s 92 62 48 

0.46 0.21 o.oq 0.3 92 54 20 

SUERO 2 

TUBO ABSORBANC JA VOL.UHEN ,. HEl10Ll5l5 
lt 100 J iSOO 1: 1000 SUERO li 100 1t500 ll 1000 

0.48 o. 48 0.40 !.O % 9b so 

2 0.46 0.42 o.3q 0.7 92 84 78 

3 0.4~ 0,34 0.24 o.s 90 69 49 

0.45 0.21 o. t 7 o. 3 90 42 34 

ver Qr'af tea No. 4 

SUERO t: Volumen en ta gr-hf i c:a ne~es•u· 1 e >;.?!.~a causa.,. Pl SOY. de 

tiembli-;is o.SS ml, &Ql.l1valfmt.e a uno un1dad CH 
50 



bO 

Por ml de suero se tlenen 1.72 UCH I ml. 
50 

Pero un• d1luc1on lt\000 por lo Que en realidad se tienen t.724 

UCH I ml de 'iuer-o. 
50 

Al 

TUBO 

2 

Suero 2i Volumen en la Qr&41ca 0.45 ml, equ1>.1alente'!i • una UCH 
50 

Por ml ae suero se t1enen 2.22 UCH I ml. 
50 

Por la d l l uc: l bn 1 : 1000 : 2222 UCH 
50 

iABLA q 

T1TULAC10N OE CH50 1 SUERO HUMANO DE PACIENTES SANOS l 

Hemol1s1na 1 ,. O.b ml de 

Hemol 1 s1 na 2 "' o. b ml de 

HEMOL lSlNA 1 

ABSORBAf'JC I A VOLUMEN 

1:25 1:50 1:100 SUERO 

0.42 0.27 0.12 ·LO 

0.38 0.19 o.os o.' 
0.27 0.13 o.os 0.5 

O.lb 0.05 O 0.3 

2.06 UCH /ml. 
50 

2. bb UCH /ml: 
50 

TESTIGO t+>=0,46 

'!. HEMOLISIS 

1:25 1150 

91 59 

82 

59 28 

35 10 

t: 100 

2• 

17 

'º 
o 
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- ----- - --- - --- --- - - ---- -- --- - --- ----- - -- ------ ----- - - - ------ -------- - --
BI 

TUBO ABSORBANClA VOLUMEN ·r. HEMOLISlS 

1t25 lt50 l: 100 SUERO 1t25 lt '50 lt 100 

0.45 0.44 o. 27 1.0 q0 qs 5q 

2 Q,44 o.~9 o. 18 0.7 q5 95 3q 

3 0.43 0.2b 0.09 0.5 q; 5b lq 

0.35 0.12 0.03 0.3 lb 2b b 

Cl 

TUBO ABSORBANC t A VOLUMn' 'l. HEMDLISIS 

lt 25 1 :50 lt 100 SUERO lt 25 1:50 lt 100 

0.4b o. 40 o. 14 1. o 100 9q 30 

2 o. 45 0.30 O, to ú. 7 q9 b5 22 

3 0.4\ o. 19 0,ú5 0.5 9• 41 11 

o. 24 o.os 0.02 0.3 52 17 

DI 

TUBO ABSORBANC 1 A VOLUMEN ·r. HEMDLlSlS 

1:25 1:50 lt 100 SUERO 1: 25 ll '50 lt 100 

0.4b 0.38 0.21 l.O % 7q •• 
2 o. 41 0.28 0.14 0.7 95 59 2• 

3 0.38 o. 22 0.10 o.s 7q •b 21 

o. 2b 0.12 0.05 0.3 54 25 10 
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-----------------------------------------------------------------------
E> 

TUBO ABSORBANC 1 A VOLUMEN " HEMOLISJS 

1 :25 1 :50 1: 100 SUERO 1t25 1t50 11100 

0.48 o. 4b 0.40 1.0 100 9b 83 

2 0.46 0.45 0.30 o. 7 9b 94 62 

3 0.4b o. 42 o. 18 o.5 9b 87 37 

º· 42 0.24 0,0b 0.3 87 50 12 

F> 

TUBO ABSORBANC JA VOLUMEN 'l. HEMOL1515 

1125 1150 1: 100 SUERO t:25 1150 11100 

0.4b 0,45 0.35 l. o. 9b 94 73 

2 0.47 o • .:< 0.23 o. 7 98 89 48 

3 0.45 0.35 0.13 0.5 94 73 27 

0.40 o. 24 o.os 0.3 83 50 10 

Ver- gr:tf i c:a No. 5, b. 

HEMOLISINA 2 

A> 

TUBO ABSORBANC t A VOLUMEN Y. HEMOL151S 

1:25 ltSO 11100 SUERO 1125 1:50 1: 100 

0.45 0.35 0.21 l. o 96 74 •• 
2 0.41 0.26 0.13 0.7 87 55 27 

0,33 0.10 0.07 0.5 70 38 14 

o. 24 0.08 0.03 (J. 3 51 17 b 
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Bl 

TUBO ABSORBANC 1 A VOLUMEN Y. HEMOL1515 

t t25 lt50 t; 100 SUERO 1125 t :50 li 100 

0.4b o. 45 0 • .34 1.0 90 9b 72 

2 o. 4b o. 40 0.23 o. 7 9B 05 4q 

3 0.45 o. 34 0.15 o.s 9b 72 32 

Q.37 0.10 o.os o. 3 79 38 10 

C:l 

"TUBO ASSORBANC 1 A VOLUMEtJ >. HEMOLISIS 

1125 1150 11100 SUERO lt25 li 50 lt 100 

o o. 44 o.2q 1.0 o q3 67 

2 o 0.35 o. 20 o. 7 o 74 42 

3 o 0.20 0.11 o.s o 59 23 

o 0.16 0.05 o.3 o 34 10 

Ol 

TUBO ABSORBANC IA VOLUMEN % HEMOL 1515 

1125 1150 1: 100 SUERO lt25 1150 lt 100 

Q.46 o. 40 0.25 1.0 96 03 52 

o. 44 o. 32 0.10 o. 7 92 67 37 

3 Q.40 0.';:5 0.11 0.5 03 52 23 

0.30 0.15 0.04 0.3 62 31 0 

------ -- ----- --- - -- - - --- -- ------------------ --- ------------- -----------



El 

TUBO ABSOR9ANC t A VOt..UMEN Y. HEMOLJSIS 

1t~S 1150 11100 SUERO \125 1t50 11100 

0.45 0.46 o.3q 1.0 94 9b Bl 

2 0.47 0.43 0.2B 0.7 98 89 56 

0.4ó 0.40 0.11 º·" 96 83 23 

0.39 0.22 0.07 0.3 79 46 14 

F> 

TUBO ABSORSANC l A VOL.UMEN Y. HE.MOL..tStS 

1:25 1:50 11100 SUERO 1:25 1:50 11100 

0.47 0,45 0.3~ 1. o 98 94 69 

2 0.42 o. 41 O.Z4 0.7 87 85 50 

3 0.41 0.34 0.14 o.s 85 71 29 

0.40 o. l7 o.os 0.3 83 35 10 

-----------------------------------------------------------------------
Ver gr Mi.ca Ne. 7, 8. 
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T A B L A 10 

TlTULOS CH50 EN SUERO HUMANO CON HEMOLISlNA DE PERRO 

SUERO VOLUMEN ml. UCH tml DlLUClON UCH /mi 
50 50 

A o.as l. 17 1.50 58.B 

B o.es 1. \7 1. 100 117. b 

0.4 2.5 1.50 125 

e o.se \, 72 l.50 Bb,'2 

o o. :54 t. 85 l.50 92.b 

E o.5a 1. 72 1.100 172. 41 

0.3 3. 3 1. 50 166 

F O.b4 1. 5b 1.100 156 

0.3 3.3 l. 50 166 

HEMOLlSINA 2 

SUERO VOLUMEN mi. UCH /mi DlLUClON UCH /mi 
50 50 

A o. b4 t.56 lt50 78. l 

B O.bB l.47 lt 100 147 

0.37 2.7 1:50 135. l 

e o.a l. 25 1: 100 125 

0.4 2.5 ltSO 125 

o 0.48 2.08 1150 104.2 

E 0.5b l. 78 lt 100 178 

F o. 7 1. 42 lt 100 142 

0.35 2.85 1i50 142,S 

----- -- -------------------------------- --------- -----------------------
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1111 l. A M A L l 5 l 5 O E R E 5 U L T A O O 5 

1. Para la preparac10n de lo~ medios de cultivo, in1cialmentv 

se probO una concentrac10n de sangre del 5%, pero se cons1deorO 

adecuada, ¡a que despues de la incubaclOn de las cepas, la 

hemOlisis no muy nttldcl 1 por- lo que se opto por 

concentraciOn del 3'1.. ya que con esta resulto mAs fAc1l la 

deteccion de la hemOlis1s. 

2. En la Tabla l se observa la ut1l1dad de la sangre de perro 

en M1crobiolog\a 1 donde se obtuvo una hembl1s1s beta de las cepas 

de §~~~e;9S2~~~? 2t99~~~?• Estreptococo hemol\t1co no t1p1f1cado, 

estas se observo mAs 

clara la hembl1sis en Aqar Sanqre de Perro 1 ASP 1. 

Ademas ~e observo que desoues de la tncubac10n de las placas, 

Sl estas se almacenab~n en re~r1geracion por lo menos 24 horas, la 

hemblis1s se revelaba m~s n\ttda~ente. 

3. En cuanto a la morfoloqfa colon1al y m1croscOp1ca de las 

cepas sembradas, ob~ervó que tanto en ASP como ASC 1 as 

colonias de la~ cepds son semeJanta~ y corresponden a la reportada 

en la B1bliogarf\a, 

4. Cuando se ut1l1za Telurito como medio de diferenciaciOn de 

cepas. impregnadoras de este, 

ut1l1d~d semejdnte, (Tabla 1 Al 

ambos. med1 os se encontrb una 
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5. Sequn la Tabla 2 en la siembra comparativa de Muestras 

Clfnica~ como Exudados Fartn9eos, Oticos, VaQinales, Nasale• y 

Urocultivo& en ASP y ASC se encontró que los resultado~ fu•ron 

similares, ademhs de que se obs&rvb una ~ayor sensjbilid4d a la 

hemblisis por parte de los eritrocitos de Perro. 

De las colonias beta hemoltticas caractertsticas de 

e5treptococos lpunti~ormes, convexas, opacas., color bl aneo 

qri s~c:eol, 

froti!> 

ob~erv4ron 12 en ASP y sblo una en ASC, real l zb 

tincíbn de G~am i pru&ba de catalasa, obtenibndose 11 

catalasas positivas para tas colonia~ beta hemoltticas en ASP y 

sblo catalasa negativa que coincidlb con la de ASC, todos se 

ob~ervaron como cocos gram 1 + 1 ~n la tinc1bn de Gram. 

b. En las mue~tras para Urocultivos se obtuvieron 4 muestras 

contaminadas con mAs de dos t.l.JlOS Bacterias en ambos medios... esto 

.fu~ debido d. mala toma ~e muestra~ 

1. En la Tabla 3 se muestran los esquemas de inmunización 

util1iados en perros Qara obtener sueros: 

AMti- Glóbulos rojos de rata. 

Anti- Glóbulos roJos d& carnero. 

Ant\- GlObulos roJos humanos. 

Para la obtención de bu~nos titules <1120481 se reQuiriO 

ewtender et e~quema original con 2 inmun1zaciones m&s. 

En la Tabla q se observa que los glbbulo~ rojos de rata son 

bueno~ 1nmunbgenos para ~1 perro. no as\ los de humano y carnero, 

que aOn d~spu~s de ampliar el esquema quedaron t\tulos muy 
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bajos. 

B. En lo~ conejos los resultados fueron un poco 

contrastantes, donde uno de los sueros de los conejos inmunizado~ 

dió titulo ant1- GAP de 1t2048 y el otro de 1;409b, esto 

pudieron afectar factores t•les como la genética de los conejos, 

la eficiencia en procesos de inmunizacibn, ed•d, sexo, etc. Stn 

embargo pueden considerarse como muy buenos titulas. 

9. Para la t1tulac1ón del ant1suerc GR rata la titulaciOn 

placa no era v1s1ble, ya que no se observaba ni en el te5tigo el 

botbn de eritrocitos, ni en ning~n pozo hembl1sis, por lo que esta 

prueba se realizb por Hemaglut1nac1bn en tubo. 

10. En la Tabla 5 se presentan los volumenes de ant1sueros a 

obtener de los perros, observAndose que de estos se pueden obtener 

hasta 400 ml, sangrando a blanco, en esto hay que tomar en cuenta 

prlmordialmente el peso y el tamaho del perro, esto de 

lmportancla cuando se requiere de sueros en grandes volumene~t 

por wJemplo, para el empleo 

antisueros ant1ponzohosas, 

el diagnó~tico clfnico, 

11. En el caso de los conejos los volumene~ fueron m&s 

pequehos, pero los titulas muy buenos. 

t~. En la Tabla b sP observan los datos de la GrAftca No. 

para la ablenc1bn de lu c:u..-va de prec\pítac1bn, en la cual 

representa la znna e~ceso de Anticuerpo. 
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13. La tecnica de Jerne nos strve para medir la respuesta 

humoral n~mero de celulas formadora& de anticuerpos contra 

ant fgenos>, y nuestro trabajo al uttlizar ratones blancos 

inmunizad os GAP se observan hasta 17óOOO células formadoras de 

anticuerpo¡ sin embargo esto no fu~ f~cil, ya que para poder 

obtener estos resultados se hicieron varios intentos de los cuales 

se experimentó que no es conveniente usar eritrocitos viejo~, ya 

que estos se liDan muy fAcilmente. 

Cuando usa suero de conejo como fuente de complemento 

todas las pl~cas de GAP se lisan, esto pudo deberse, a que tal vez 

e5to~ tienen alg~n antfqeno, sobre el cual el suero de conejo 

actl1a, lts.Sndolos, ya qui<" en tao:. placas de GRC si se observaron 

placas hemolft1cas. 

Los resultados e~pue~tos en la Tabla 7 se lograron usando 

suero fresco de cobayo como fuente de complemento. En la diluctbn 

1: 20 se usb suero de cobayo congelado, diluido 113, y este 

produjo la lfsis total en tas tres primeras placas, en cambio con 

GRC a e~ta mismd dilución se revelaron muy nftlda~~nte las placas 

Ht1c.as. 

14. La titulación de la hemolisina, Tabla 10, tiene como 

finalidad la estandarizac.10n de la t~c.nica de CH y la t~c.nic.a de 
50 

Fijac1bn de Complemento; esta ~lt1ma muy ~ttl en el dia9nbst1co de 

d1ver'=:iOS procesos infecc.1osos. 

De los ant1sueros obten1dos de c.oneJos contra GRP se observó 

que al querer usar suero humano como fuente de complemento en la 
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titulacibn no es muy eficaz, ya que no produce la lisis total. 

La fuente de complemento mas adecuada fu~ el suero fresco de 

cobayo, el cual se cuantificaron titules muy buenos en las dos 

hemol i s1 nas obtenidas. 

15. En la Tabla 9 se reportan los valores de CH para cada 
50 

paciente sano, usando las dos hemol1sinas. 

Ast en la Tabla 10 se reporta la concentracion de complemento 

para suero, detectando que la mayor parte de los resultado9, en 

la Hemolisina 1, los valores son mbs baJos que los obten1dps 

la Hemolisina 2, para un mismo suero, habtendo diferencias hasta 

de 20 unidades. 

Resultados tan diferentes podrfan deberse a un mal maneJo de 

muestras, la cantidad de hemol1s1na utilizada para 1. 

sensibilización, el tiempo para detener la reacciOn; etc. 

Pero a~n asf la cuantif1caciOn del complemento se ouede decir 

Que fu~ e~itosa; y la mayor1a de los pacientes caen dentro dP los 

val ores normal eos ( 100 - 150 UCH J; e)(ceptuando el suero A, y el 
50 

suero E que tuvo valores tanto ~levados con l•• dos 

hemollsinas. 
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IX. e D N e L u s 1 D N E s 

1. El ASP se puede utilizar de igual manera que el ASC en la 

preparación de medios de cultivo, tomando en cuenta que las cepas 

no presentan cambios en su morfologfa macroscópica y microscOpica, 

ade~as de que la observación de hemOlisis muy clara; uso 

pr1mordial de este medio, además de que la concentrac10n de sangre 

usada en el medio es m\nima. 

Asf tambi~n su uso es adecuado en muestras clfnicas, ya que 

el aumento en la sensibilidad de los eritrocitos es ben~fica para 

la identiflcac1bn de una beta hembltsis. siendo ninguna 

desventaja las pruebas de catalasa y t1ncibn de Gram, y~ Que ~~tas 

rutinarias en el Laboratorio de an~ltsis. 

2. El buend fuenl~ para la produccibn de 

ant1sueros por su apr?c1able respuesta inmunitaria, y la alta 

obtención de volumelles, En especial su gran suceplibilidad 

1nmunógenica 

ti tul os. 

los glóbulos roJos de rata, por los e~celentes 

3. En la t~cnica dr Jerne lo m~s racomendable al hacer uso de 

GRP el empleo d~ eritrocitos nuevos y suero fresco de Cobayo, 

para la cuantificac1bn en placa. 

4, Los alto~ titulas en la Hemol1s1na \nct1can Que \os GRP 

muy buenos inmunbgenos: as1 tamb1~n 

reromend~ble en la t1tulac1bn de la hemolisina el uso de suero 
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fresco de CobdyO. 

S. En la cudnt1f1cac1on d~ Complemento 50% hemolltico en 

suero de pac:1ente~. lo~ resultado~ son muy variantes, pero est05 

indican que si es ~t1I la ~emol1s1na antt GRP. 

Por- 1 o que sP pupde ver est.! t~cn1 ca y todas 1 ns dem.!.s 1 o 

que necesitan es la Estanddr1zac1bn. ya Que la ut1!1dad de la 

sangre de pP.rl"'"o en tf?cn1cao:. M1c:robiolb91c:as e Inmunolbqica.., ful? 

C"nmprobada, resultando sP.r muy sat1sfactor1a. 

Se propone a.dem~s hacQr un sequ1m1ento m.!.s profundo del perro 

en otras aplicac:1ones como pudieran ser la obtencíón de factores 

de la coagulacibn, pruebas de to)(ic:idad, etc~ y ampli<ir el trabajo 

sobre todo en la parte Cl1n1ca 
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