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1. INTRODUCCTIION

€] uso de animales de experimentacidn en proyectos de
Docencia e Investigacion tiene gran importancia desde hace mucho
tiempo, esto ha llevado por consiguiente a la seleccion de cepas
de wuna gran variedad de animales, para su aplicacibn en las
distintas areas Cientificas. )

Los animales utilizados, por mencionar algunos ejemplos, son
ratones, caballaos, monos, carneros, cuyos, etc; y las aplicaciones
que pueden tener cada uno de ellos es muy variada, pudiendo
ejemplificar entre bstas, la administracibn de nuevos medicamentos
antes df gue puedan ser usados para consume humano,con el fin de
conocer su toxicidad vy efectos adversos, 1a utifizaci®dn de su
sistema inmumitario para la produccibn de  vacunas, vy una
aplicacibn especifica es la del cerdo como magnifico modelo
biolbgico por sus semejanzas fisiolbgicas con el hombre, entre
otras.

Ya que el perro en algunas Instituciones tiene la aplicacion
de un modelo para la practica de ciruglas, se puede hacer tambibn
uso de este como un animal de experimentacibn en la obtencitin de

suercs hiperinmumes, asl como en la dotacitn de hemoderivados como

son:
Sangre total Factor VII
Suero Factor V
Plasma Hemoglobina

Glbbulos rojos Hemina



Ademhs de que la relacibn existente entre el perro vy el
hombre puede ser tanto bentfica como perjudicial, en la primera
por ser Udtil como compafia, vigilancia, proteccion, etc; y en la
siguiente por ser fuente de problemas de salud publica, como la

transmisitn de enfermedades parasitarias y de rabia.

1.1 DRIGEN DEL PERRO

El hombre en su incesante blsqueda a o largo de la historia
y de la evolucibn ha tratado de encontrar el origen de las razas
caninas. Este tema resulta de interés general si se tiene presente
el hecho de que existen en el mundo razas caninas con talla vy

estructura sumamente diferente.

Entre las teorfas que tratan de establecer el origen del
perro manejadas con mayor frecuencia  se  encuentran: la  qgue
sostiene Qque el perro es descendiente directo del lobo, la que

supone gque proviene de una hiena o de un chacal domesticado, vy
aguella que considera qué el perro es descendiente de los perros
salvajes.

Es posible gque los primeros animales |lamadaos perros, hayan
sido un tipo de lobo, pero hasta la fecha no se ha logrado la
comprobacion total de esta teoria.

tos paleontdlogos con el fin de determinar el origen de estos
carn?voros han hecho estudios geolégicos; basandose en los fasiles
encontradnos en muchas partes del! mundo.

En ellos se ha percibido una estrecha afinidad con algunas de



las razas caninas que hoy existen, relacionandolas con los
creneos, dientes, quijadas y partes de algunos huescs de animales
Que existieron sobre la tierra hace S0 mil afnos aproximadamente.
Probablemente estas relaciones se refieren al llamado PERRO DE
PEAT O CANIS FAMILIARIS PALUSTRIS, que fue el primero gue merecio
el titulo de perro, y al cual tambitn se le encontrd en tiempos de
los romanosi asimismo, es considerato el perro primitiveo de las
antiguas viviendas de Suiza.

Entre los fdsiles mds antiguos encontrados en el Continente
Europeo, merece mencidn el esqueleto de un animal que existid en
el amo 1750 A.C,

Para comprender mejor la evolucidn de la familia del perro,
se tiene que retroceder a &0 mxllqﬂeﬁ de ahos de Historia
geoldbgicat al pertpdo EOCENO, cuando 1os mamiferos que existian
sobre la ti1erra eran relativamente nuevas y ninguno de 2llos eran
grande, fue en aquel entonces cuando existid un pequefo  animal
mam?fero carntvoro que los paleontdlogos han llamado MIACIS,

El MIACIS vivio en Europa y Asfa, £ra un animal arbdreo, de
guerpo largo y miembros relativamente cortos, ge cola larga,
aproxi1madamente del tamaho 08 un gato montés, tenla ei1nco dedos
apoyados en el piso y garras retractiles como la de 1os gatos. Del
Miacis evoluciond otro animal qQue alqunos autores sehatan como el
CYNODICTIS.

€] CYNDDICTIS aparecio en el periode OLIGOCEND, mantuvo el
el cuerpo largo y sus miembros cortos, eran de pelo dsperno, cola

larga, con cinco dedos y garras retrictiles, parecido a una



comadgreja. Al Qunos de los fosiles de este animal fueron
encentrados en Dakota oel Norte y en Colorado.

CYNODICTIS did origen al CYNODESMUS gue aparecid en el
MICCENQ,era una extrafa cruza entre caminp v felino, modi+¢icandose
4 crdnec vy sus miembros, as{ como su locomocien; este ya no
apoyaba el gquinto dedo sobre el plso., sino le aparec:id como dedo
rudimentario.

Del CYNODESMUS evolucionaron dos animales mads, el DAPHAENUS y
el TOMARCTUS.

El TOMARCTUS, ya tenfa uma forma de perro y 4 origen durante
el PLEISTOCEND a la familia CANIDAE en general y al género CANIS:
Perro domtstico, perro salvaje, coyote, lobo, vy otros,

Ltos perros tal y tomd los cOnocemBs ahora evolucionaren a
partir del PLIOCENO como una rama del TOMARCTUS.

Esto €5 wuna explicacidn lodgica y convincente para todos
agquellas razas cuya extructura es parecida a los lobos, con orejas
erectas y craneo alargado.

A partir de este punto, las demads razas se han formado por
las siquientes causas:

1. Muytaciones naturales.

2. Por los distintos factores ambientales, tlimatoldgicas y
reproducti vos,

3. Por la domesticacion.

4., ¥ finalmente por la intervenci16n del hombre para fijar los
distintos rasqQos ¢is51cos y psiquicos para satisfacer BUS

intereses, necesidades y caprichos. El selector de estas



caracteristicas en primer lugar ha sido el ambiente y en segundo

lugar el hombre. ( 1 )

1.2 TECNICAS INMUNOLOGICAS

Se han ideado numerosos mbtodos para determinar ta cantidad
de anticuerpo £n un antisuero, Estos pueden clasificarse en dos
tipes, métodos "in vivo" e “in vitrpo”, €1 primerc requiere el uso
de animales de experimentacion, mientras que 21 Ultimo se basa en
reacciones visibles gue ocurren al combinarse el antigeno con el
anticuerpo.

Los métodos "in vive" para estimar 21 contenido de anticuerpo
g2 un antisuero, miden la capacidad relativa de tal antisuero para
proteaer a los animales de experimentacitn, contra dosis letales
et andart radas, de toxinas o de bacterias virulentas; eatas
determinan la capacidad de neutralizar las mamitestaciones locales
del antigeno, rales como las reacciones cutaneas producidas por
toxinas, o la sensibilizacibn pasiva local o generalizada.

Existen numercsos mgtodos para  medir la potencia del
anticuerpo, estos no toman en cuenta el tipo de las reacciones
inmunes y son:

1. Metodos por dilucidén: Son los ma@todos cldsicos de comparacion
de los suerogs 1nmunes, basadndose en el punto final de la drlucion
mds alta del sueroc Bn Que pPuede observarse la reaccion; comp
precipitacidn, aglutinacidn, lisis o fijacién de complemento, al

agregar una cantidad constante de antigeno la dilucion gel suero



que da este punto final se conoce como titulo.

Los mbtodos de dilucibn son muy usados en el diagnbstico, Y
proporcionan un medio rApigD para obtener datos comparativos sobre
la potencia de varios antisueros.

2. Metodos de las proporciones aptimas, estos procedimientos
determinan la relacion antfgenos/suero en la que aparece
floculaci1én con mayor rapidez. Se basan en la suposician de gue fa
veloridad de aquella es una medida de la combinaci1dn del anttgeno
con el antlicuerpo y se produgird mhsg rhpidamente cyando las
proporciones relativas sean mis favorables.

3. Métodos guimicos cuantitativos. Este Qrupo de métodos, cuyo
uso se ha difundido, permite pvaluar las gantidades del anticuerpo
sabre una base ponderal cuya precisibn, ge acuerdo a los
requisitos de la guimica analitica, ha contribuido a transformar

la inmunoguimica en una cientia exacta.t 2 1}

1.2.1 HEMAGLUTINACION PASIVA

La agiutinacitin de un antigeno particuladeo por su anticuerpo
ecpecifleo es, clasicamente, el camino mas simple de estimacibn dge
la canti1dad de anticu®rpo en sufro.

Algunos antlgenos solubles pueden cubrir materjales inertes
tales como la bentonita o latex las cuales reaccionan como  si
ellas mismas fueran particulas con la especificidad antigenica del
antigeno, Esto puede entances ser usado para  prusbas ae

aglutinacién. Sin embargdb, tales partfculas son difteiles de



cubrir, preservar vy estandarizar, y ellas np muestran el amplio
rango de utilidad gque fue al principio esperado de ellas.

f.tas células rojas sanguineas, por Otra parte se ha encontrado
que son extremadamente convenientes COMD PErtadores pasivos de
antigeno, va Que Bs posible cubrirlas con €asi cualQuier antigeno
en su compleja superficie, estan consideradas como los indicadores
mas senaibles,

Lta celulas rojas de sangre tienen una superficie  antiglnica
elaporada. Aungue esto puede facilitar e] atague de muchos
antigenos ocasiona wuna complicacibn en la prueba debido a la
frecuente presencia de anticuerpos heterbiilios naturales a lae

cklulas en el suero de muchos animales y eatos anticu€rpas pueden

eliminarse antes de que la propla prueba sea llevada a cabo. La
superficie del Antigeno tiene, si10 embargo. 1a facilidad de ser
usada para un rirme ataque del antigeno a una celula por
acoplamiento pramero a un anticuerpo anti-cklula roja. ¢ 3 1

Con algunos antigenos, particularmente los polisacharidos, las
cblulas rojas pueden efectivamente ser cubiertas solamente
exponiendolas al  antigeno por un corto tiempo. Con  algunas
protefnas este tipo de recubrimiento puede también tener lugar,

pero la sensibilidad de ias células resultantes es mejorada

encrmemente, 51 sy aglutinibilidad es i1ncrementada  por pPrevio
curtido. { &)
Un recubrimientn mas seqguro de las ceélulas puede ser

acompafadp por ataque del antfgeno a ellas a través de un enlace

covalente.



Se pueden distinguir tres tipos de recubrimiento; absorcien
directa del antigens por la celulas, ia t&cnica de celulas
curtidas, y un firme enlanzamento del antigenoc a las celulas por
varios medins, usualmente quimicos., El reactivo producido en cada
casb es sin embargo, el mismo y da resultattios similtares en la
prueba de aglutinacian.

Se tiene que hacer notar que s posible reali1zar pruebas al
inverso de este tipn por recubrimiento de la cklulas con
anticuerpo v ushndolas despubs de ello para praobar la presencia de
antigenp. ¢ 5,6 3

Para evitar las complicaciones producidas por la presencia en
pruebas de Ssuero de aglutininas directas contra celulas rosas
heterdlogas, parece lbgito usar celulas de la misma especie
siempre que sea posible. Sin embarqo, muchos 1nvestigagores han
usado cecélulas de ctarnero o de humano del grupo O, ambas son
bastante fdciles de obtener en gran cantidad. Es usual absorber
aglutininas no especificas contra estas celulas 2n una etapa de
dilucitn 1nicial antes de la propia dilucibn. En muchos aspectos
las ceblulas de carnero tienen resultados saticfactorios en la
practica, aunque las celulas humanas, L-1=) dice, tienen mas
censibilidad para la técnica de curtido de celulas. ( 7 )

Dificultades Man sido experimentadas con cédlulas de conelo,
ratbn vy pollo en algunos si1stemas ( 8 ), aunqQue SBP  encuentran
adecuadas en otros { 9, 10 »., tLas ceélulas de cerdo se han
encontrado ser muy apropi adas coma portadores en un sistema

completamente homalogo, vy celulas oe caballo, mono y cobayo han



sido tambibn usadas con buen exito. (¢ B, 9, 10 )

Muchos polisacaridos cubren celulas en una forma simple, ast
que estos son reactiveo inmediatamente para anticuerpo.

Muchos m2todos simples son usualmente satisfactorios para el
process de cubrimiento, el antfgeno es solamente incubado con
células frescas p formalinizadas, Hay con frecuencia una relacidn
dirpcta entre la sensibilidad de las celulas resultantes al
anticuerpo, la concentracibn del antigeno usado, y el tiempo de
exposicibn de las celulas, pero la temperatura a !a cual la

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

1.2.2. COMPLEMENTO

El sistema del complemento Ps uno de los sistemas enzimbticos
desencadenado en e1 plasma de sangre; Su accibn es wusualmente
iniciada por la combinacibn de anticuerpo y antigeno. Es muy
cumnlejd. este compuesto; por 1o menos 60 proteinas. La reaccion
central del sistema del complemento puede ser consideradao como el
desdoblamiento de £ a €C , un fragmento anafilotéxico de 6800
mol 7q, y C el fr:gmenz: mas largo, 2! cual tienme un sitfo de
union evang::Ente, por el cual llega a ligarse al sitio de
fijacion del complemento. C es el componente voluminoso del
sistema, y todas las reacciones del sistema pueden relacionarse
convenientemente al desdoblamiento factivacidon}, 1nactivacion, ¥

subsecuente parte en la causaligad de la lesibn Jitica y otros

fenbmenos biolbgicos (por ejemplo: agherencia y fagocitosis).
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La via clasica de 1a fijacion del complemento es mediada por

complejos antigenpo-anticuerpo los cuales unen por la via € a su
componente C . El1 C sufre una reaccibn de activacibn requ§riendn
iones na\:i;qen el :ual c es convertido a una Bnzima activa por
mecanismos destconocidos, d;;doblandn a Cla para producir la enzima

activa c . Esta tiene dos sustratos C y C , C es una molécula
1 4 2 4
larga con tres cadenas la cual, %® desdobla por C , uniendeose a C
1
en la presencia ve iones magnesio. C2 esta tambibn sujeto a ataque
por E-. conduciendo a la formaci16n del complejo enzimatico E_—
1 a2
esta s la C3-convertasa de la via clasica.

El compleio £ otupa el sitio de accidn del complemento por
42
un sitio de unién en C , similar al C . La enzima tierne una vida
ab 3bo
media gorta, alrededor de S5 minutos a 37 C.

LLa vla alterma puede activarse por numerosos agentes,
incluyendo anticuerpos y sus fragmentos F(an)?2, endotoxinas,
varios complejos polisacaridos y factor veneno de cobra. €l rasqo
distintivoe, esencial de la via es que se incorpora a un ciclo de
retroalimentacion pcsitiv}. E1 producto principal de la via
alterna es la convertasa C N mismo constituyente esencial de 1la

36 .
convertasa, se combina con el factor B en presencia de i1ones Mg
y el factor 8. entonces de divide por factor D. Hay una
terminacidn paralela en los mecanismos de reaccibn de € y el
factor con lgs de © y € . Los mecanismos de iniciacibn zz la via
4
alterna guedan alqoben disputa. Sin embargo, lo si1giente parece

ser acordado generalmente.

1. Cualguier reaccion la cual fragmente C a C es capaz de
2z 3b
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desencadenar el ciclo de retroalimentacion.
2. Al menos otras 2 proteinas estan involucradas en la wvia

alterna, la properdina es un factor de iniciacibn. Ambas tienen la

propiedad de estabilizar c E, y enzimas relacionadas tuands

Ib
estan en forma activada, la naturaleza de las reacciones que

causan su artivacibn no es entendido completamente.

3. El complejo C ,B es una convartasa activa débil de C sin
fragmentacibn de) faitur B por el factor D. El migmo factorSD es
posiblemente una proenzima, la cual requiere activacion a D.

Es evidente que el ciclo de retroalimentacibn, como se
describib, sigue hasta que uno de los reactivos se agota., En
realidadg, hay un potente mecanismo homeostdtico mediado por el
inactivador © . Esta es una enzima la cual fragmenta a C para

7
inactivarlo, dbdesencadenando el ciclo de retrnalimentiﬁlnn Yy
hacerio mhs suceptible a otrae enzimas proteoliticas. Hay wun
factor adicional - globulina tH - la cual es necesaria como wun
cofactor para la actividad del C3b inactivador.

Hay tambien un inhibidor de E—. Este actua bastante diferente,
es un inhibidor estequiomttrico, xEl cual reacciona con la enzima
activa, tambien se inhibe algo de las proteasas de los sistemas
fibrinolftico y gquimico.

ta fase terminal de }la secuencia del! complemento es la que es
responsable por lo mejor conocido y mhs caracteristico de sus
actividades, aunque posiblemente uno de los menos importantes
bioldgicamente, esto es de ta formacién del complejo

multimolecular el cual penetra membramas biologicas 1% es
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responsable de la hemdlisis y muerte bacteriana directa. No hay
actividad enzimatica conocida involucrada una vez que C se ha
fragmentadoe en C y C . La primera es una anafilotoxina y que
Sa Sb

mds tarde se combhina con C y C para formar un complejo
trimplecular el cual tiene di$u5i0n7limitaua para la activacibn
del sitio por el cual ataca a la membrana biolbgica u otras
estructuras cercanas haciendose i1nactiva esponthneamente .

El complejo litico es completado por la adicibn de C vy de
varias molegulas de C ., Al parecer el mismp complejo se ins:rta en
la membrana binlogicz formando un “embudo” a traves del cual los
iones pueden pasar libremente; el cual §a célula no es capaz de
reparar. La incompetencia osmbtica lleva a lta hinchazbn vy
$inalmente, a la ruptura de la cbklula. ¢ 12 )

€l complemento es uno de los principales mecanismos humorales
efectores del dano de los tejidos, inducido por los complejos
inmunitarios. Los ensayos clinicos Jdtiles de complemento consisten
primordialmente en el ensayo hemolitico total ode CH , y 1la
fijacibn del complemento. 50

La themdlisis de los eritrocitos mediada por anticuerpos
especlficos en presencia de la secuencia intacta del compl emento
puede ser empleada como una prueba cruda escrutadora de 1a
actividad del complemento en el suero humano. GSin embargo; su
utilidad se ha iimitado va que P necesaria umna reduccien drastica
en los componentes para producir una reduccibn en 1a prueba de

hemblisisa. De manera clasica, la prueba de hemblisis emplea

eritrocitos de carnero (E), un anticuerpo de conejo (A) para los
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eritrocitos de carnero y el suero fresco de cobayo como fuente de
complemento (C). La hemolisis se mide espectrofotometricamente
como la absorbancia de la hemoglobina liberada Y puede
relacionarse de manera directa con 21 numero de eritrocitos
lisados. La cantidad de lisis en un sistema estandarizado
empleando €, A y C describe una curva sigmoide (en forma de S
italica) cuando los valores son graficados contra las cantidades
crecientes de complamento atadido.

La curva tiene forma de S, pero en la regidn intermedia cerca
de 50 % de hemblis1s, existe una relacibn casi lineal entre el

grado de hemblisis y la cantidad de complemento presente. En esta

Qama, el grado de eritrocitos lisados es muy sensible a cualquier
alteracibn en la concentracibn del vccmplemento. Para fines
clinicos, la medicibn de la actividad hemplitica total del suero

es tomada en el nivel gel 50 % de hemblisis. CH es una unidad
S0

arbitraria gue se define como la cantidad de complemento necesario

para la lisis de S0 % de los eritrocites en condiciones estandar

rigicas de sensibilizacitbn de los eritrocitos con anticuerpo EA).

Estos resultados son expresados comp la receproca de la dilucion

del suero que da SO % de memblisis. Muchas variantes de la prueba

pueden influir sobre el grado de hemdlieirs. Estas incluyen la

concentracibn de 1gs eritrocitos, la fragili1dad (edad) de los
misamOsS, la cantidad de anticuer po empleado para la
sensibilizacidn, la naturaleza del anticuerpo ¢ por eaemplo, IgG o

1gM ), l1a fuerza i6nica del sistema amortiguador, el pH, el tiempo

de reaccion, la temperatura y 1a concentracidn de 1os cationes
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++ e

divalentes (Ca o Mg ¥,

€1 valor de las unidades CH en el suero humano puede
determinarse en varias formas., Hab?gualente se emplea la ecuacion
de Van Krogh, la cual convierte la curva sigmoide de titulacibn

del complemento en una linea casi recta.

La curva sigmoide descrita por la ecuacidn de Von Kroghs

X = K ( Y ) 1/n
1 - Y

donde:

X

ml de C diluido que son amadidas.
Y = Grado de porcentaje de lisis,
K = Cte.

n = 0.2 + 0% en condiciones estaticas de € y A.

Ec conveniente convertir la ecuacién de von Krogh 3 una forma
logaritmica, la cual vuelve a la curva lineal para poder graficar

los resultados clinicos ( 13 ).
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1.2.3. CELULAS FORMADDRAS DE ANTICUERPO

Uno de los avances mas significativos en metodos
inmuneologicos en afos recientes, Nha sido el sistema de ensayo de
celulas de Jerne y Nordin, Este métode mide el namero de celulas
formadoras de anticuerpos contra antigenos de celulas rojas

sanguineas, permit:ende el estudio directo de la cinktica celular,

ta formacibn de placas es debido a la liberacibn de
nemslisinag por una =pnla ceklula productora de anticuerpos,
reveladas con compiemento cespuls de incubar en una capa de agar,
una mepzcla de glbbulos rojos de carnero y celulas linfoides de

conejo inmunizado con gldbulos rojos de carnero.

Experimentos de este tipo con celutas linfoides de coneJo es
semejante a usar cielulas de bazo de ratbo, mostranda que Bl DWEENH
de placas obtenido por esta via es proporcional  al  numero  oe
placas de cbklulas linfoides. Esto sugiere que cada placa es debido
4 la actividao de una célyla individual. Micrascopicamente una
placa se mupstra como una rona hemolitica circular 2n un campo de
celulas rojas psparcidas estrecnamente, el centro de la mayor
parte ge las placas linfoides es presumiblemente visto como la

cklula liberadora de anticuerpos sensitilizados, ( 14 )

Muchas modificaciones (15, 16, 17, 1y 1 permiten el uso de
Bacterias. Haptenos, polipbtitdos sintéticos [ 19 |3 y mas

recientemente heterblogos de gamma globulinas como antigenos.
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1.3. MEDIOS DE CULTIVO

un medic de cultivo microbioltgico satisfactorio debe
contener fuentes disponibles de donagdores vy aceptores de
hidrégenn, carbono, nitrogeno, axufre, fosforo, sales 1norgamicas
y en ciertos tasos, vitaminas y otras sustancias promotoras de
crecimiento. Esto originalmemte fub provisto en la forma de
infusipnes de carne, las rtuales en ciertos cases, son muy usadas
en los megios de cultivo. La carne o extractos de levadura
{recuentemente reemplazan las 1nfusiones de carne, pera la
preparacion ge estas sustancilas estdn, suietas a la pidrdida de sus
factores nutritivos labiles al calor, mas gue de la miema manera

FRMG LNfusianesd son afectada La agician Jde peptonas provee una

fuente disponible de nytrbgens vy carbono.

La peptona es usada en los medi1os de Cultivo pard proveer una
fuente de nitrbgeno, wesde proteinas nativas que generalmente no
son afectadas por las bacterias. Mas microorgani smos Son  Ccapaces
de utilizar los aminpacidos y oOtros compuestos simples de
nitrbgeno presentes en la peptona. « 20, 21 1

€1 desarrollo de microdgrganismos sobre medios de ¢tultivo
depende de un numero importante de factores como son @

a. La dispombilidad de 10S nutrientes adecuados.

b. La disponibilidad del oxigeno u otros gases segln sean
requeridos.

€. La necesidad de un cierto grado de humedad.

d. El medioc debe ser parte de la reaccibtn apropiada
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&®. Las relaciones de temperatura apropiada.

f. tLas condiciones de esterilidad del medio.

g. Evitar la contaminacibn,

h. La adicitn de sustancias que enriquezcan el medio.

i. ta adicidn de colorantes para la seleccion, diferenciacion e
identiticacidn de microorganismos. ( 22, 23, 24, 25, 26 )

Ciertas bacterias requieren de la adicién de otros nutrientes
tales como suero o sangre a los medios de cultivo en 1los cuales
van a s&r propagados. Los carbohidratos pueden también ser
necesarios a veces vy clertas cales como el calcio, magnesio,
manganeso, sodio y potasio parecen ser requeridos.

€l cultivo en sangre esta entre los procedimientos de maxima
prioridad comprometidos por el laboratorio de Microbiologia.

Este medio de cultivo representa una base rica en nutrientes,
la cual proveee condiciones de crecimiento optimos para
microorganismos exigentes. E! wvalor de pH 4.8 estabiliza los
corpisculos de loe glébules rojos, y favorece la formacion de
claras zonas de hemolisis.

lLa sangre de carnero fresca es la mds adecuada para
ﬁetermxnar las diferentes formas de hemblisis.

La razbn de tal prioridad de este medio es obvia, por la gran
necesidad de la Clfnica para conocer rdpida vy exactamente la

presencia de microorganismos patdgenos.
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II. FUNDAMNMENTACION DEL TERA

Con base en los reguerimientos de abastecimiento de
Hemoderivados, Se propone una investigacibn gel perroc como animal
de experimentacibn que es de facil accesibilidad, bajo costo vy
amplia apljcacibn en la investigacibn dentro de las Clencias

Biomkdicas.

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

Es un animal que existe es el munde en giversas razas con
talla y estructura sumamente diferente; tan peguehos como el
Chihuahuelo y tan grande tomo los Mastines, con pelo targo, pelo
corto, pelo de alambre o si1n ©l: orejas erbctiles, caldas,
redondas o en punta; con ojos saltanes, redondas o almendrados,

con diferentes formas de crdneo, etc.

Tiene un promedio de vida de 15 afos, la hembra Ilega a 1la
pubertad a los & 812 meses dependiendo de la raza, y el macho
aproximadamente de ! a 2 meses despuds, El perfodo de gestacion

varia entre los S8 y 63 dias, v tienen un promegio de crias de 2 a
4 en razas pequephas vy hasta 13 en razas grandes, La vida
reproductivae en las hembras es de & a 10 afMfos y en los machos dge &

a 14 ahps.
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€1 hombre a tenido una importante intervencion para fljar los
distintos rasqQos fisicos psiquicos para satisfacer sus intereses,
necesidades vy taprichos, acentubndoles sus facultades naturales
por medio de la seleccibn como: la vista, el olfato para rastrear,
la rapidez para cazar, el temperamento para defender o la

inclimacibn a la fidelidad vy el afecto del perro para cOon su amo.

Entre 1obos usns del perro estd el de proteccion, de guta

(ciegos), asl como el rastreo de personas perdgidas y drogas.

Son animales nobles y su alimentacidn es economica, ademds

que tienen un valor gstimativo muy alto.

Teniendo en cuenta que en la Ciudad de México el namero de
perros callejeros es muy grande; y que'son animales que despubds de
mucho deambular y malos cuidados terminan en Instituciones
Antirrabicas para su control y despu@s su  muerte, B bign son
canalizados a algunas Instituciones donde se les emplea para
estudios Anatompfisiologicos, se habla enteonces de wun animal que
puede jugar dos papeles i1mportantes en una Institucion de
Investigacibn, primerac como guardidin y segundo como un modelo

biolbgico de experimentacibn . t
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III. PLANTEANMIENTO DEL PROBLENNA

El trabaje de Laboratorio de Inmunologfa y de Microhiologla
requiere del uso de sangre de carnero, ya que esth es
indispensable para la preparacibn de medios de cultivo o coma un
reactivo biolbgico mas en algumas tkcnicas de  laboratorio como
Hemaglutinacitn pasiva, Inhibicitn de la Hemaglutinacibn,
Titulacibn de Hemolisina, Titulacibn de Compiemento, Fijacibn de
Complemento, Celulas formadoras de anticuerpos, Produccibn  de
sueros hiperinmunes, Pruebas de neutralizacibn, Preparacibn de

medios de cultivo con suplemento de sangre total o Hemoderivados.

Todo esto origina una gran necesidad de la sangre con
frecuencia, y el problema en esto radica en Que a veceEs No  se
cuenta con el apimal, esto es por su  cOs&to, mantenimniento, o
simplemente por descuidos de este, asl su pbrdida da como
consecuencia la carencia de reactivos en el laboratorio, o en

algunos casos muy extremos tener qQue utilizar sangre humana.

Este proyecto esth encaminado a la investigacibn de la sangre
de perrao, en la elaboracibn de Medios de cultivo y tkcnicas
Inmunolbgicas, con el fin de verificar si esth puede utilizarse

para reemplazar a la sangre de carnero.
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Iv. 0BJETIVOS

Determinar el aprovechamiento de la sangre de perro

diferentes medios de cultivo microbiolbgico.

2.

en

Investigacibn de la capacidad del perro para la produccibn

de anticuerpos.

3.

Estimacién de la especificidad y titulos de

anticuerpos producidos por el perro.

q,

los

Utilidad de los hemoderivados de!l perro en thcnicas

comunes 1nmunolbgicas.

V. HIPOTESIS

Si 1a sangre de perro posee ctaracteristicas similares a la
sangre de carnero, oue es Uti1! en las Areas de Microbiologia e
inmunologia, entonces tendra las mismas aplicaciones, tamto en el

di agnbstico, como en la investigacibn del &rea Biombkdica.



22

ViI."ATERTI AL Y KNETODD

V. mATERLAL

A) MATERIAL BIOLOGICO
Globulos rojos de Carnero
Globulos rojos de Humano
Globulos rojos de Perro
Globulos rojos de Rata

Sangre desfibrinada de Perro
Suerc de Cobavo

Suero Humano descomplementado

Suero de Perro

Cepas Bacterianas (Tomadas del Cepario de E.N.E.P, ZARAGODIA)

Bacillus anthracis

Estreptococe hemolitico

beta
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B} REACTIVOS

Acido Citrico Monohidratado. J. T. Baker.
Agarpsa. Sigma

Bicarbonato de Sodio. J. 1. Baker,

Citrato de Sodio Dihidratado. Monterrey.

Cloruro de Calcio Monohidratade. J. T. Baker.

Cloruro #de Magnes:0 Hexahidratado. J. T. Baker.

Cloruro de Paotasio. Merck.

Cloruro de Sodio. Monterrey.

Fosfato de Potasio Monobdsico. J. T. Baker.

Fosfato de Sodio Dibasico. J. T, Baker.
Gelatina. J3. T. Baker.

Glucosa, Merch.

Medic Esencial MInimo en Earle. Microlab.
Rojo de Fenol. Sigma.

Sulfatoc de Magnesia Heptahidratado. Merck.
Trietanolamina. J. T. Baker,

Bace de Agar Sangre. Merck.

€) MATERI!AL

Algodon

Bulbos de pldstico para pipetas Pasteur
Cajas de Petri de 10 y 20 cm de didmetro.
Cantilas y Catbteres

Capilares

Corming y Pyrex.
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Equipeo Quirtrgico

Espdtula de Acero Inoxidable. Scientific Products.
Gradillas de 20 y 36 tubos

Jeringas desechables de 1, 3, S5 y 20 ml. Plastipak.
Matraces aforados de 100, 290, 500 y 1000 ml. Pyrex,
Matraces Erlen-Meyer de S50, 125, 230 y 1000mi. fyrex,
Mechero Fisher. Scientific Products.

Microdilutores de 50 microlitros. Microtiter,
Micropipetas de 50 microlitros. Microtiter.

Papel Parafilm.

Pipetas graduadas de |, 2, S y 10 ml, Pyrex,

Pipetas Pasteur.

Placas be Microtitulacidn de 12.7 « 9.5 cm. Cooke.
Portacohjetos de 75 x 25 mm, Profesional.

Probetas de 25, 50, 100 y 300 ml. Pyrex.

Tabla de diseccibn de 40 x 25 cm.

Tamices metdlicos de 3 a4 4 cm de diametro

Tela de Asbesto

Tubos de ensayo de 13 x 100 v 12 x 75 mm. Pyrex.

Tripie metalica

Dy EQUIPO
Agitador Vortex-Geme
Balanza Analitica. Mettler, HBO

Ralanza Granataria.
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Baho de agua con temperatura controlada. Precsssion.
Centrifuga clitnica de B8 camisas, Sonl-Bat, V-2
Espectrofotdmetro. Baush L Lomb, Spectronic 20.
Incubadora, Riossa, EC.

Micrpscbnip bpticg. Carl-~2iess,

Dlla de presion de 10 1. Presto.

Potencidmetro. Sargent-welch, PBL-4CGO,

Refrigerador. Philips, 127-VCA,

Vi. 2> PREPARACION DE SDLUCIODNES

Pocary
20.5 g. Glucpsa
8.0 g. Citrato de Sotio Dihidratado
¢.55 g. Acido Citrico Mononidratada
4.2 g. Clorurn de Sodioc
Disolver en un litra de agua dest:lada.

Esterilizar a 10 lbs. de presisn par 15 min,

2. SQLUCION SALINA ISOTONICA: S5.5.1.

Displver 8.5 g, de Cloruro de Sodio e un  litro ds  agua

destilada.

3. SOLUCION DE HANKS,

1.0 g. Glucosa.
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8.0 g. Cleruro de Sadio
0.4 g. Cloruro de Potasio
0.14 9. Cloruro de Calcio
Q.1 g. Sulfato de Magnes:io
0.06 g. Fosfato Momopotasico
0.06 g. Fosfato Disbdico
0.35 9. Bicarbonato de Sodio

0.02 g, Rojo de Fenol.

Disolver en un litro de agua,

Esterilizar a 10 lbs. de presidn por 15 minutos.
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FPesar:

75 g Cloruro de Sodio

1.0 g. Clorurc de Magnesio
0.22 g. Cloruro de Calcio

28 ml. Trietanolamina.

Disolver BOO m! de agua destilada.

Se ahade Acido Clorhidrico IN sutfticiente para ajustar el pH a

7.4 y despuds se agrega aqua destilada hasta completar el litro.

Para ugar se uYiluye 1:10 con agua destilaga y se

Gelatina a8 una concentracibn final del 0,05 % (1x).

arrade
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Pesar 0.9484 g de MEM y disolver en 100 m)} de agua destilada,
esterilizar por filtracibn en membranma y agregar Bicarbonato de

Sodio (10%) esteril, hasta el vire a color salmbn.

6. AMORTIGUADDRA DE FOSFATOS (PBS) 0.15 M, pH= 7.2.
Pesar:?
8.0 g Cloruroc de Scdio
0.2 g Cloruro de Potasic
1. 15 g Fosfato de Sodio Dibasico

0.2 g Fosfato de Potasio Monobasico

Disolver en agua destilada y aforar a 1 litro.
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vi. 3) MEDIDS DE CULTIVE

1} BASE DE ABGAR SANGRE:

Suspender {0 g. en | litro de agua destilada, dejar reposar

par is minutos y calentar a epullicibn hasta disolver
o
completamente, esterilizar en autoclave ( 1S minutes a 121 cC .
o

Despues enfriar alrededor de 45 a 50 C, vy agregar la sangre
desfibrinada estéril, en una concentracien del 3 al S %, E} megio

s distribuldo emn cajas petri.

Vi. 4) *

[P

TERl1AL B10LOGLEQ

1. PREPARACION DE GLOBULOS RDJOS:

De los eritrocitos obienidos de sangre en solucioén de
Alsever, = toma unha muestra en un tubo en condiciones de
esterilidad, para lavarlos estos se centrifugan a 1500 rpm por S

minutos, se elimina el sobrenadante, este paguete se resuspende en

solucion salina isotonica ¢ S.5.1.) se centrifuga, se elimina el
sobrenadante, repitiendo esta operacién 3 veces, el paguete final
se resuspende @n el volumen de S5.S5.1 para obtener la concentracibn

final deseada.

2. SUERD DESCOMPLEMENTADO
)
El suero se pone en un baho de agua a 56 £ por 30 minutos,

3. SANGRE DE PERRO

4., SUERDS HIPERINMUNES



1. Se toman 13 capilares y con un marcador, s2 dividen en
cuatrpo partes 1gquales,
2. En 15 tubos de ensaye de 13 X 100 rotulados previamente,
se hacen dilutiones seriadas del Antisuerc.
a, Se goloca 0,3 ml de solucion salina en cada uno de los
tubos de ensaye.
b. A} tubo | se agreqgan 0.5 ml del Antisuero, se mazcla bien
con la pipeta.
c. Se toman 0.5 m! de tubo 1 vy se’pasan al tubo 2, se mezcla.
d, El procedimiento ¢ repite? para los tubos siguientes.
3. Se toma un tubo capilar y s abhsorbe por capilaridad un
volumen tal de suero (Ag) que lleque hasta la primera de las

marcas del tubo.
o
4, El tubb capilar se gira 180 € v se hacen descender el

volumen de antisueroc hasta ¢l borde correspondiente.

S. Se absorbe ern forma similar a la descrita en 21 punto 3,
un  wvolumen tal del Antisuero. Sin diluir, que lleque hasta 1a
segunda marca del tubo.

&, Se mezcla por 1nversion repetida.

7. Con p) dedo 1ndice se tapa unp de los extremos del capilar y se

deja gque ] contenido quede en las marcas i1ntermedias,
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8, E! capilar s@ introduce en una gradilla de plastilina.

G. Se repite el procedimiento seralado desde el inciso 3 al B8
para cada una de las diluciones del Antisuero.

10. Se dejan unos minutos a temperatura ambiente y se guardan
en refrigeracibn por 24 a 4B hrs.

11. Se mide la cantidad de precipitado en milimetrosa.

12, OBGraficar la cantidag de Antisuero agregado contra la

cantidad de precipitado.

[T, HEM

1. Tomar una muestra de Antisuero y descomplementar.

2. Preparar una suspensibn de glbbulos rojos, (vers MATERIAL

BIOLOGICO), al 1 % en solucibn salina Isotbnica (S5.5.1),

3. En una placa ge Microtitulacion poner S50 ul de solucibn de

PBS en 12 pozos, para realizar diluciones al doble del! Antisuero.

a, Con wum microdilutor oge SO ul, previamente quemado a la

f{lama, tomar una muestra de! Antisuero.

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

para homogenizar.

&, Pasar una muestra con el microdilutor al segundo pozo,

agitar.

7. E!l procedimiento se repite para 1os ? pozos siguientes,
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8. Agregar 50 ul de la suspensi®n de gldbulos rojos al 1 %, a

los 12 pozos.

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

por una hora.

10. Guardar en refrigeracidn por 24 horas.

11, Observar el primer pozo en el cual s@ produce la

aglutinacibn y tomar como titulo el pozo anterior a este.

111, HEMAGLUTINACID

1. Descomplementar una muestra de Antisuero.

2. Preparar una suspensibn de glbbulos rojos al 1 %L en S.S.1.

2. En wuna serie de 14 tubos agregar 0.5 ml de PHS, a4 cada

uno.

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

primer tubo, mezclar, con la pipeta.

5. Oe este tubp tomar 0.5 ml y llevarlips al segundo tubo,
mezclar,
6. Repetir el prucedimiento, hasta el tubo 13, el dltimo es

el testigo.

7. Agregar 0.5 ml de suspensien de globulos rojos al 1 %4 a

los 14 tubos.
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B. Incubar lbos tubas a 37 C por una hora.

9. Guargar en reéfrigeracion por 248 horas.

10. Observar 2} primer tubo de la serie el cual se forma la
aglutinacidn de eritrocitos y tomar como tituio €1 tuybo anterior a

este.

v, DETERMINACION DE GCELULAS FORMADCRAS DE ANTICUERPD ROR  EL

1. Se toman ratones inMUNIZaCtos Drevianente & dlas antes y se

sacrifican en camara de kBter.

2. Se extrae el baro, Y e pasa a una ctaia de Petri, gue
contenga 4 mi de snlucitn de HWanvs, el bare sp toloca en un tamiz
metalico vy con un tubo s macera, quedansc en el tamiz sbla la

chpsula del baro.

3. L3 suspEn&Idn s pasa a4 un tubo de ehsaye vy sP  deja
sedimentar 3 minutos, e! sobrenagante se pasa a tubos limpios y se
nacen gi1luciprnes $10 vy 1:20 con snluribn de  Hanks, se dehe

realizar en baho Ce hielo.

4, Se lavar )lps globulos rojos en solucidn salina 3 veces vy

s2 diluven 1:10 en salucidbn de Hanks.

S. Se prepara agadrocsa al 0.6 % en redio esencial mfnimo

(MEM} | v mantener en un baho a 45 C.
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&, EN un tubo dr ensaye se mezclan 0,1 ml de las suspensitn
de cklulas mhs 2 ml de la suspencibn de glbbulos rojos, mhs 2 ml

de agarosa, se homogeniza la suspensibn usando un agitador Vortex.

7. La suspensibn se vacia rapidamente a3 una caja de Petri de

10 cm de diametro y se distribuye 1a agarosa por toda la taja con

movimientos circulares.

8. Se deja reposar la taja en una superficie lisa hasta que

o
wolidifique la agarosa, se incuba a 37 C durante 45 minutaos.

9., Se agrega a cada caj)a 2 ml de complemento fresco de cobayo

diluido 1:10 en solucibin de Hanks.

o

10, Se distribuye en toda la placa y se incuba a 37 € por
30 minutos.

1. Se OJeja en reéfrigeracion por 24 horas, para hacer mas
nttidas las placas liticas.

12, Cuantificar 21 nimero de placas hempoliticas por caja.
V. TITULACION DE HWEMOLISINA EN UNIDADES S0 % HEMOLITICAS

1. PFreparar una suspension de globulos rojos, lavando

previamente con soluciodn salina isotémica, vy poner al 2 % en T8S

1%,

2. Aj)ustar 1a suspensicon en el espectrofotometo, de la
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siguiente manera: ™Mezclar 0.6 ml de la suspension de eritrocitos
al 2 ~ y 3.4 ml de agua destilada. Leer la densidad tptica (D.0.)
a %50 aAm, utilizando un blanco de agua desatilada, el 100 % de
hemdlisis debe dar una D.0O. de 0.5, si no se obtiene esta lectura
ae corrige £} volumen mediante la siguiente ecuaciodn.

vz = D

8. x V1

0.3

3. Descomplemantar una muestra de Hemolisina,

4. Preparar 3 diluciones de la Hemolisina en TBS:
A, 0.1 ml Hemolisina + 2.9 ml TBS (1:100!
B. 2.0 m1 A + 8.0 ml TBS (1:300}

C. 1.0 m} A+ 9,0 m TBS (1:1000

3. $He2 colocan 14 tubos, usando 4 para cada dilucién de la

Hemolisina y 2 para los testigos de la pruba.

TUBQ DILUCION G. R. 2% 185 AGUA
DESTILADA

1 1.0 m} 0.6 ml 0.4 ml -

2 0.7 m 0.6 m 0.7 ml -

3 0.5 ml 0.6 ml 0.9 ml -

a 0.3 ml 0.8 ml 1.4 ml -
Testigo + - Q.6 ml - 3.4 m}

Testigo - - Q.6 ml 2.4 ml -

b, Se merclan los 14 tubos y se incuban en un babo de agua a
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o
37 C durante 30 minutos, con agitacicon frecuente,
7. Dbtener suero fresaco de cobayo y diluir 1:50 en TBS, para

chtener 2 unidades S0 % hemoliticas de Complemento.

8. Sacar los tubos vy adicionarle a cada uno un  ml de
o
complemento, 2 incubar de nuevo a 37 C por 30 minutos, con

agitacidn frecuente.

9. Sacar los tubos del bafo y agregarle a todos un ml de TBS

frio, excepto el testigo positivo, agitar los tubos,
10. Centrifugar 1os tubos a 1500 rpm por S minutos,

11, Leer los sobrenadantes a8 550 nm usando como blanco el

tubo testigo negativao.

12. Calcular para cada tubo el porcentaje de hemdlisis en
relacibon con el testigo positivo y el volumen necesarioc de
Hemplisina para producir S0 % de hemdlisie, graficando un papel
semilogaritmico de Probitas, en las abcisas el porcentaje de

hemdlisis y en las ordenadas ] volumen de suern usado.

Vvi. DETERMINACION CUANTITATIVA DEL. COMPLEMENTO HUMAND EN UNIDADES

1. Preparar una suspensi1®n de gldbulos rojos, lavande I veces

en S50 y poner al 2 % en TBS 1X.

2. Ajustar la suspension en el espectrofotdmetro, de la
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siguiente manera, mezclar 0,4 ml de la suspension de eritrocitos
al 2 7 y 3.4 ml de agua destilada. Leer 1la DB.0. a 5SS0 nm,
utilizando un blanco de agua destilada. €l 100 % de hemolisis debe
dar una DR.0 de 0.5, si no se obtiene esta lectura se corrige e{
volumen mediante la siguiente ecuacidng

vz = D.0. X Vi
G.5

32, A 10 ml de esta suspensidn anteripr se le adiciona un
volumen igual de rnemolisina previamente titul ada Y
descomplementada (2 U S0% H) en TBS, Mezclar bien e incubar a 37D
C durante I0 minutos con agitacio frecuente. Transcurrido este

tiempo se saca el matra: del baffo y de esta manera se tienen los

eritrocitos sensibilizados a una suspernsion del | %,

4. Hacer tres diluciones del suero humano problema en TBS de
la siguiente manera:
A, 0.4 ml de suero + 9.6 ml TBS (1:25)
B8, 5.0 ml de A + 5.0 ml TBS (1:50

C. S.0ml ge B « 5.0 ml TBS (1:100)

5. Colocar 14 tubos, wusando 4 tubos para cada dilucion del

suero, y dos para 1os testigos de la prueba.

Tuso DILUCION SUERD ERITROCITOS TS
SENSIBILIZADOS
¢t ml o) t ml ) { ml )
1 1.0 1.2 0.8

2 Q.7 1.2 1.



3 0.5 1.2 1.3

4 0.3 1.2 1.5
TESTIGD POSITIVO - . . 1.2 -
TESTIGO NEGATIVO - 1.2 ) 1.8

o
Meztlar los 14 tubos e incubar a 37 C durante 30 minutos con

agitacion frecuente.

&, BSacar los tubos y adicionarlies a todos 1| ml de TBS +rio,
excepto al testigo positivo, al cual se 1le pone 2.8 ml de agua

gestilada. Agitar los tubaos.
7. Centrifugar los tubos a 1500 rpm por S minutos,

8. Leer los sobrenadantes a 350 nm usando como blanco el tubo

como testigo negativo.

9. Calcul ar para tata tubo e! porcentaja de hemolisis en
relacion con el testign positivo vy graficar en papel
semilogaritmito de probitas, trazado en las abcisas el porcentaje

de hemblieis y en las ordenadas el volumen de suero usado en ml.

10. Localizar el volumen necesario para producir el S50 % de

hemblisis, vy talcular las unidades SO % nembliticas por ml.



1. SANGR1A DE PERROS.

Primero s5e anestes1d al perro y en condiciones asépticas se
realizd venodisecci10n en el cuello, utilizando equipo quirdrgico,

se tanalizd la verna descubrerta con el uso de catetédres o de

jeringas estériles, se sangro, la sangre se tomo en conditiones de
esterilidad, usando mechere de alcohol, se recibid en matraces
previamente estbriles, conteniendo trozos de vidrio, para

desfibrinar o soluci1dn de Aalsever para mantener viables los
eritrocitos, en cualquiera de Jos casos la sangre se mantuvo en

refrigeracibn hNasta su uso.

11, COLYIVOS.

1. DEMOSTRACION DE LA EFICACIA DE ABAR SANGRE DE PERAD EN

MICROBIDLOGIA.

Se prepararon cajas con Agar Sangre de Perro y Agar Sangre de

Carnero a una concentracibdbn del I %.

A. PRUEBAS CON CEPAS BACTERIANAS,

Se sembraron Cepas bacterianas del cepario de la E.NJE.P,
“IARAGOZIA", simultsneamente en Agar Sangre de Perro (ASP) y Agar
Sangre de Carnerc (ASCY por estrla cruzada, las gepas mencionadas

en material biolbgico.
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B. Se efectub mortologia Mamroscbpica y Microscbpica de cada
una de las cepas bacteriana para la comprobacibn de la eficiencia

del medio.

c. Se utilizardn placas de ASP y ASC simultdneamente en las

siguientes muestras clinicas,

26 Exudados faringeos.
2 Exudados bticos.
8 Urocultivos.
S Exutdados vaginales.

2 Exudados nasales.

UNOLOGIA,

1. IN

111.1, INMUNIZACIONES.

Se efectuardn inmunizaciones de cuatro perros con:

a) Glbbules rojos de Rata.

b} Gldébulos rojos de Carnero.

c) Gldbulos rojos de Humano.

g} Suero humano total descomplementado.
111.2. Se inmunizaron dos CONejost

e) Glabulos rojos de Perro.

tos  animales que fueron 1nmunizados con Globulos rojos

siguieron el siguiente esquema de Inmunizacion.
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INVECCION - T1EmeQ DOSIS via
“No. . piA ¢ om0

A . ° ' 1.0 1

2 z 1.0 N

3 4 1.0 T

8 6 1.0 R

s 8 ' tia A

& 10 2.0 v

7 1z 2.0 £

8 18 2.0 - "

9 16 2.0 o

PRUEBA 21 6 22 s

SANGRADOD A

E!l perro 1nmunizado com suero humano total {(SHT) siguid el

sigulente esquema:

INYECCION T1EMPO DDSIS via
No. nla € ml )
1 o 0.5
- < 1.0 1
3 5 1.5 v
a L4 2.0

PRUCBA SANGRADO 14
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2. SANGRADO DE ANIMALES.

Para el sangrado de los perros fueron anestesiados y en
condiciones askpticas se les realizd una venodiseccibn en el
cuéllio, 1a muestra de obtuvo usando una chnula, la sangre fuk
recibida en Matraz Erlenmeyer de | litro, vy los animales se
sangraron a blanco.

Los conejos tambien fueron sangrados a blanca, tomando la
sangre por puncibn cardiaca.

La sangre se metio a |a incubadora a 37D C por una hora y se
BACO para meter a refrigeracicon toda la noche para facilitar la
contraccion del cudgulo. £l sobrenadante o suero se centrifugo a
2500 rpm durante cinco minutos, Da?a eliminar totalmente los
eritrocitos.

Los antisueros obtenidos se conservardn en congelacion.

3. REACCIONES DE PRECIPITACION.

Con el antisueroc obtenido del perro inmunizado con suero
humano total, se realizt la prueba de precipitacitn en capilar,
para cuantificar e! titulo antes de la sangria y posteriormente
para construir wuna curva de precipitacion, para determinar el
titulo que existia en los precipitados, para lo cual se hizd
reaccionar un cantidad constante del antigeno, suero humano

total, con diluciones al doble del Antisuero.
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4. REACCIONES DE HEMAGLUYINACION.

El suepro de 1os perrns que fueron inmunizados con gldbulos
rojos tcarnero, rata y humano?, asi como el suera de los conejos
inmunizados con glbbuleos rojos de perro se titularon con la prueba
de Hemaglutinacion, primerc se hizo para conocer el titulo de
anticuerpos, antes de la sangrfa y después de esta, para obtener
el titule real del Antisuero.

L.os Antisueros tontra globulos rojos de carnero, humanos, Y
perro se titularon por Hemaglutinacion en placa y el antisuero
contra glbbulos rojos de Rata se titulo por Hemaglutinacibn en

tubo.

S. DETERMINACION DE CELULAS FORMADDRAS DE ANTICUERPO POR  EL

METODO DE JERNE

Para determinar {funcionalmente las celulas formadoras de
anticuerpos "in vitro"”, se utilizaron dos Qrupos de S ratones, une
de los cuales se inmunizd con gldbulos rojos de Perro (GRP) y  wl
otro con globulos rojos de Carnero {(GRC), previamente lavados vy
puestos a una concentracion del 10 %, se inyectaron por  vta
intraperitoneal, 0.5 ml (40 U) de 1a suspencion correspondiente.

Las cklulas obtenidas de los ratones inmunizados con los GRP,
en el sistema firal, al poner sobre el agar se le agregd una
suspensibn  de GRP y de manmera similar se hizo para cklulas de los

ratones 1nmunizadas con GRC,
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&. TITULACION DE HEMOLISINA, EN UNIDADES S50 % HEMDLITICAS.

Para determinar el titulo de la Hemolisina en unidades 350 %
hemoliticas por ml, se usaron GRP y como fuente de Complemento
Suero fresto de Cobayo, las lecturas sirvieron para calcular las
unidades S0% hempliticas por ml de hemolisina, y con esto se

calculo el volumen en el ctual se encuentran 2 U 50 % hemolfticas.

7. DETERMINACION CUANTITATIVA DEL COMPLEMENTD HUMANO EN

UNIDADES S0 % HEMODLITICAS.

Para esta determinacidn se usaron & Suerts humanos frescos
de personas sanas, y la hemolisina utllizada fue 1a obtenida
contra los glbbulos rojos de perro, la fuente de complemento

fueron los sueros humanos vy los eritrocitos usados fueron GRP.
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viz. RESULTADOS
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TABLA 1

SIEMBRA EN AGAR SANGRE DE PERRD Y AGAR SANGRE DE CARNERO

CEPA MDRFOLOGIA COLONIAL M, MICROSCORICA HEMOLISIS
ASC ASP

S.aureus Colonias renondas, 0.9 a Agregados de cocos
mm,convexa,lisa,entera, gram + --- -

blanca grishcea,brillante

opaca.
Estreptococos
S.pyogenes Colonias redondas ,puntifor_ Cocos gram + Beta Beta
D
mes, aprox,0.35 mm,convexa, agrupados 8n pares
S.mutans . Alta Alfa
blamca grisdcea,brillante, y cadenas R
S.faecalis opaca Alfa Alfa
et Hees
S:sanguis Alfa Alfa
LR S 2
Estreptococo Beta Beta
hemolftico L R N

Colonias redondas,convesas Cocobacilos agru-

de | a 2 mm,enteras,bri- pados en pares, -—- ——
llantes,opacas, cremosas gram —.
Bacallus Colonias planas i1rregula- Bacilos gram + -—- -—
sybtilis res de 2 a 4 mm, blancas,

sin brillo,consistencia
B:cereus Beta Beta
SBCa, wdAriET) 3 ~“e wvidrio THr rede
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wsmerilado.

Colonias redondas convesas,
blancas grisdceas,enteras,

opacas,brillantes,cremosas.

Colonias redontas convexas
tlancas grisdceas,de | mm,

ppatas,brillantes,cremosas

Colonias redondas.convexas
blancas,translucidas,bri -

llantes,cremosas,

Colonias redondas,convexas
bBlancas,brillantes,opacas,

cCremosas.

Cocobacilos gram -

Bacilos gram -

Bacilos gram -

Bacilos gram -
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SIEMBRA EN AGAR SANGRE DE PERAC Y AGAR SANGRE DE CTARNERO CON  TJELURITO

DE POTASIO 2%

CEPA DBSERVAT ICNES

Cerynghacterym »ergsls Se presemntd la impregnac:on del Te-
lurito en ambos mMRAIcS{ ObSErvandose
el ennegrecimiento caracteristico

del medio.
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TABLA 2

SIEMBRA EN AGAR SANGRE DE CARNERO v AGAR SANGRE DE PERRDO DE MUESTRAS

CLINICAS

No., uso
MUESTRAS CLINICO
26 Exudados

Faringeos

2 ©  Esudados
e o caticos
a Urocultives

MICRODRGANISMO
ALSLADD

7 muestras con

1 muestra con
Estreptococo beta

hemolitico.

1 muestra con

Pseudomona

1 muestra con

Escherichia

MORFDLOGEIA

Colonias de 1 a
3 mm,redondas,
lisas,convexas,

brilianrtes,

Colonias punti-
+ormes,redondas,
mucoides,bri --
llantes,blancas
grishaceas,beta

hemolitico.

Colonias raedon-
das,blancas,li-
sag,redondas, mu

coides.

Colonias redon-
das,de 2 a 5 mm,

lisas,convexas,
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enteras,brillan-

tes,nucoides.

- Exudados

Vaginales ——— ———
2 Exudados

_Nasales m—— =

NQOTA: La Morfploglae Colonial fue igual tanto en ASP y ASC,
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ESQUEMAS DE INMUNIZACION CON GLOBULOS ROJOS ¢ RATA, CARNERO,

HUMAND. Y PERRO » EN PERRDS Y CONEJOS.

INYECCION T1EMPO DOSIS via
NUMEROD Dia ml
1 o 1.0 I
2 2 1.0 N
3 a . 1.0 T
4 3 1.0 R
3 8 1.0 A
& 10 2.0 v
7 12 2.0 €
e 14 2.0 N
L 16 2, 0
10 22 2.0 s
i1 26 2.0 A
SANGRADO P
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INYECCION TIEMPO pos1sS via
NUMERD vIA mi
1 O 0.5
2 3 1.0 1
3 [ 1.5 v
4 9 2.0
SANGRADD 14

TITULO FINAL DE LOS ANTISUEROS ( PRUEBA DE HEMAGLUTINACION )

PERRD INMUNTZADO TITULO
1. Gidbulos rojos de rata 1:2048
2. Globulos rojes carnero 1104
3. Gidbulps rojos humanos 15128
CONEJOS
1. Glabulps rojos de perrc 114094
2. Giédbulos rplos de perro 112048

Ver grafica No. 1



TITULO ANTISUEROS

Orrc-3—=

M

L}

GRAFICA No. 1

GRR

GRC GRH
PERRO

GRP GRP
CONEJO

52
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3.

TABLA 5

VOLUMENES OBTENIDDS DE ANTISUERO

PERRD INMUNIZADO

Gitvbulos rojos de rata
Globulos rojos carnero
Globulos rojos humanos

Suero Humano Total
CONEJOS

Gladbules rojos de perro

Gldbulos rojos de perro

VOLUMEN ANT I SUERD
Hililitros)

400

230

300

400

45

50

Ver grafica No. 2



VOLUMENES ANTISUERO

500

400
v

O 300
1
U
M

£ 200
N

100

0

GREi GRC GRH SHT GRP GRP
PERRO CONEJO

. GRAFICA No.2

&4



S5

TABLA &

REACCION DE PRECIPITACION DEL ANTISUERD HUMAND TOTAL

CAPILAR mm DE PRECIPITADD DiLuCION
ANT ISUERD
1 3 112
2 2 1:48
3 z 118
4 2 1516
s 2 1:32
6 2 1164
7 1.5 11128
8 ‘ s YU 1p2se
9 S s o e
to e Lol e e 111024
11 ' 1 . o 152048
12 Coa el 114086
13 1 o 1:8172
) Y : T T {:16344

1S . 1 1; 32488

Ver grafica No., 3,
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CELULAS FORMADDRAS DE ANTICUERPO POR EL METODO DE JERNE

GLOBULOS ROJOS DE PERRO

OILuCION 1:10

cATA No. PLACAS L1TICAS
POR CAJA
1 174
2 308
3 325

n
N
~
[

FACTOR

/00
400
800
400

400

DILUCION 1:20

s 244
CAJA No. PLACAS LITICAS
1 —_——

2 ——

3 ——

q —_

5 221

FACTOR

80O
800
800
800

800

CELULAS FORMADORAS
TOTALES
657600
123200
130000
108000

7000

CELULAS FORMADORAS
TOTALES

174800



58

TABLA 7A
CELULAS FORMADORAS DE ANTICUERPO FPOR EL METODOD DE JERNE

GLOBUL.OS ROJOS DE CARNERO

DILUCION 1:10

cAdA No. PLACAS LITIGAS FACTOR  CELULAS FORMADORAS
POR CAJA TOTALES
1 275 460 110000
2 537 400 214000
3 274 400 109600
4 338 400 134400
5 260 400 104000

DILUCION 1:20

CAJA No. PLACAS LITICAS FACTOR CELULAS FORMADORAS
TOTALES
1 369 800 2869200
2 T 282 800 223600
3 400 g800 320000
4 224 800 179200

5 188 800 130400
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TABLA 8

TITULACION DE LA HEMOLISINA

SUERD 3
TESTIGD (+«): 0.5
TUBGQ ABSDRBANC 1A VOLUMEN % HEMOLISIS
131100 11500 171000 SUERD 1:100 11500 11100G
1 Q.48 0.45 0.8 1.0 96 20 7&
2 0.4%9 ¢.43 0,30 0.7 S8 84 &0
3 G.46 0.31 G. 24 0.3 g2 &2 46
4 0.456 0.27 ©.09 6.3 a2 sS4 20
SUERD 2
TUBO ABSORBANC A . YOLUMEN % HEMOLISIS
1: 100 1:50Q 1:100¢ GUERD 11100 11500 111000
3 Q.48 ©.48 0. 480 1.0 96 96 80
2 0.864 0.42 0.39 0.7 92 a4 78
3 Q.45 G, 34 a,24 ) Q.5 0 &8 48
4 0.43 0.21 o.17 0.3 Lde] a2 34

Ver grafica No. 4
SUERD 1: Vplumen en 3 grafica necesaric sara causar el SO0%  de

repblisis O0.S8 ml, egquivalente a uma unidag CH
S0
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Por ml de sueroc se tienen 1.72 UCH 7/ ml.
50
Pero es una dilucion 1:1000 gpor 1o que en realidad se tienen 1.724

UCH / ml de suero.

S50
Suero 2: Volumen en la gratica 0.45 ml, equivalentes & una UCH
50
Por ml oge suero se tienen 2,22 UCH 7/ ml.
Por la dilucibn 1:1000 @ 2222 UCH .
30
TABLA 9
TITULACION DE CH3Q0 ( SUERD HUMAND DE PACIENTES SANOS )
Hemplisina | = 0.4 ml de suero = 2,06 UCH /mi.
S0
Hemolisina 2 = 0.6 ml de suero = 2.46 UCH /ml:
50
HEMOLISINA 1
ay TESTIGO (+)=0.4%
TUBO ABSORBANCIA VYOLUMEN % HEMOLISIS
1:29 1150 131100 BUEROD 1323 1150 1:100
1 G.42 ©.27 0.12 © 1.0 91 359 26
2 0.38 0.19 0,08 0.7 82 at 17
3 0.27 0.13 0.05 0.5 s59 28 10

4 O.16 0.0% [¢] 0.3 35 19 (]
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By
TUuBQ ABSORBANCIA VOLUMEN 13 HEMOL1G1S
1125 1150 11100 SUERD 1129 1150 12100
1 0.45 Q. 44 0.27 1.0 I8 5 59
2 0.44 0.2z9 0.18 0.7 a5 as 39
3 Q.43 ©.268 C.09 ©.5 3 S6 19
4 0.35 0,12 .03 0.3 76 26 &
§
(o8]
TUBO ABSORBANCIA VOLUMEN kA HEMOLISLIS :
1:25 1:30 11100 SUERO 1325 1:30 11100
1 0.4s 0,20 0.14 1.0 100 89 30
2 0.45 0.30 a.10 Q.7 98 &3 22
3 0.41 0.19 Q.05 0.5 89 41 11
L ©.24 0.08 0.02 0.3 52 17 q
TUB0 ABSORBANCIA VOLUMEN K HEMDL1ISI1S
1:25 1:50 1:100 SUERD 1:25 1130 11100
1 0.4¢ 0.38 0.21 1.0 25 79 a4
2 0.4 0.28 ¢. 13 0.7 85 58 29
3 0.38 ©.22 0.10 0.5 % ah 21

a 9.26 0.12 0.05 0.3 Sa 25 10
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E}
TUBO ABSORBANC 1A VOLUMEN % - HEMOLISIS
1:25 1:SC  1:100 SUERD. 1;25 1150 11100
1 0.4B  0.46 0.40 1.0 ) 100 9% a3
2 0.86 0.45 0.30 0.7 9s 94 &2
3 0.46 0.42 0.18 Q.5 %6 a7 Y
a 0.42 ©.24 0,06 0.3 87 50 12
F)
TUBO ABSORBANCIA VOLUMEN % HEMOLISIS
1125 1150 1:100 SUERD 1125 t:%0 11100
1 0.46 0,45 0.3 1.0 6 *4q 73
2 0.47 0,43 0.23 0.7 98 a8y 4B
3 0.45 0.35 0. 13 0.5 94 73 27
4 0.40 0.24 0.0S 0.3 83 50 10
Ver grafica No. 5, &.
HEMOLISINA 2
Al
TUBO ABSORBANCIA VOLUMEN %  HEMOL1S1S
1:23 1150 11100 SUERQ 1125 13150 1:100
1 6.45 0.35 0.21 t.0 94 74 aa
2 0.41 0.26 0.13 0.7 87 Ss 27
3 0.33 0.18 0.07 0.5 70 38 14

>
o
¥

N
a

0.08 0.03 G, 3 31 17 ]
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TuBo ABSORBANCIA
1125 1150 11100
1 0,48 Q.45 0. 24
2 0.46 0. 40 0,23
3 0.45 0.34 Q.15
q 0.37 ¢.18 0.08
[o8)
TUBOD ABSORBANC 1A
1125 1150 11100
1 4] G.44 0.29
2 o 0.35 Q. 20
3 © 0.28 0.1
4 o 0.14 0.03
3]
TUBO ABSORBANC 1A
1325 1150 1:100
1 0.456 0.40 0.25
] Q.44 0.32 0.18
3 Q.40 0.35 o.11
4 0.30 Q.13 0.04

VOLUMEN
SUERD
1.0

0.7

VOLUMEN

SUERD

VOLUMEN
SUERD
1.0
0.7

0.5

% HEMOLISIS

1125 1150
78 96
98 8s
% 72
79 38

1A HEMOLIS1S

1229 1150
<] 93
[¢] 74
o 5%
0 34

% HEMOL1S1S

1125 1150
9% 83
2 67
a3 s2
&2 31

11100
72
49
32

10

11100
&7
42
23

10

11100
52
37
23

8
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3

TUBD

F?

Tuap

w o -

F

ARSORBANCIA
1328 1150 11100
0,45 0,44 0.39
0.47 a.43 0.28
0. 48 0,40 ©.11
0.38 0.22 0,07

ABSORBANCEA
1125 1:30 13100
©.47 0,45 ©0.33
0.42 0.41 Q.24
0.41 0.34 0.14
.40  0.17 0.03

VOLUMEN %
SUERD 1128
1.0 24
0.7 98
0.5 94
0.3 7
VOLUMEN %
SUERD 1:25
1.0 9g
0.7 87
0.5 as
a.3 83

HEMDLISIS
1150 11100
9 8t
89 58
a3 23
ab 14
HEMOL 1518
1:50 13100
q4 &9
65 20
71 29
33 10

Ver gratica No. 7, 8.
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TABLA 10

TITULOS CH50 EN SUERD MUMAND CON HEMOLISINA DE PERRD

BUERD VOLUMEN ml. UCH  7ml DILUCION UCH  /m}
30 S0
A 0.85 1.17 1.50 58.8
B 0.85 1.17 1.100 117,86
G.4 2.3 1.50 125
c 0.S8 1.72 1.50 66.2
D 0.34 1.83 1.50 92.6
E 0.38 1.72 1.100 172.41%
0.3 3.3 1.50 166
F Q.64 1.8%6 1.100 156
0.3 3.3 1,50 166

HEMOL ISINA 2

SUERD VOLUMEN ml. UCH /m} DILUCION UCH  /mi
30 S0
A O, b4 1.56 1130 78.1
8 0.68 1.47 12100 147
0.37 2.7 1:350 135.1
c 0.8 1.25 1:100 123
0.4 2.5 11350 125
o] 0.48 2.08 1150 104.2
€ .96 1.78 11100 178
F 0.7 1.42 121100 142

0.35 2.685 11350 . laz.g
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VIII. ANAL ISIS DE RESULTADOS

1. Para la preparacién de los medios de cultivo, inicialmente
S probd una concentracion de sangre del 5%, pero no se considerd
adecuada, ¥ya Que después de la incubacieén de las cepas, la
hem#lisis no era muy nftida, por 1o Qque se opté por una
concentracion del 3%, ya que con esta resultd mas  facil la

deteccion de la hemdlisis.

2. En la Tabla | se observa la utilidad de la sangre de perro
en Microbiologlia, donde se obtuvo una hemblisis beta de las cepas
de Streptocpccus pyogenes, Gstreptococo hemalitico ne tipificado,

as?! comp en la cepa de Bacillus cerpeus; en estas se observe mas
clara la hemblisis en Agar Sangre de Perroc ( ASP ).
Ademds uwe observd que después de la incubacion de las placas,

51 estas se almacenaban en refrigeracidn por !lo meros 24 horas, la

hemblisis se revelaba mas nitidamente,

3. En cuanto a la moriologla colonial y microscédpica de las
cepas sembradas, se observéd que tanmto en ASP como en ASC las
colonias de las cepdas sSon sem@jantes y carresponden a la reportada

en la Bibliogartta,

4. Cuando se utiliza Telurito como medio de diferenciacion de
cepas impregnadoras de este, en ambos medlins s encontrb uyna

vti1lidadg semejante. ¢ Tabla | A
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5. Sequn la Tabla 2 en la siembra comparativa de Muestras
Cl?nicas comp Exudados Farlngecs, Oticos, Vaginales, Nasales vy
Urpcultivos en ASP y AST se encontrd que Jos resultados fueron
similares, ademlis de que se observll una mayuor sensibilidag a la
nemblisis por parte de los eritrocitas de Perro .

De las colonias beta hemolfticas tan caracterlsticas de
estreptococos {puntiformes, CONVEXAS, apacas, color blanco
grisacen’, se obaervaran 12 en ASP y eblo una en ASC, se realizb
frotis con tincitn de Gram y prusba de catalasa, obtenibndogse 1}
catalasas positivas para las colonias beta hemoliticas en ASP

sblo una catalasa negativa Que coincidi®d con la de ASC, todos se

ohservaropn Ccomg cocbs gram ( + ) Ben la tincion de Gram,

&. En las muestras para Urocultivos se chtuvieron 4 muestras
contaminadas con mis de dos tipos Barterias en ambos medios, esto

fue debido & una mala toma oe muestra,

7. En la Tabta 3 se muestran los esguemas de inmunizacion
utilizados en perros para obtener sueros!
Anti- Giobules rojos de rata.
Anti- Globulos rojos de carnero.
Anti- Globulos rojos bumancs.
Para la obtencidn de buenos titulos (1:2088F se reguirio
extender ol esguema original con 2 inmunizacionss mas.
En la Tabla % se observa que Jlos glbbulos rojos de rata son
puenos inmunbgenocs gara e perra, no asl los de humano y carnero,

Qque  atn  despubs de ampliar @1 esquema guedaron con  titulos  muy
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bajas.

8. En los conejos 1ops resultados fueron un poco
contrastantes, donde uno de los sueros de los conejos inmunizados
di® un titulo anti- GRP de 112048 vy el otro de 1:4096, en asto
pudieron afectar factores tales como la genética de 1o conejos,
la eficiencia en procesos de inmunizacibn, edad, sexo, etc, Sin

embarqo pueden considerarse como muy buenos titulos.

%, Para la titulacion del antisuero GR rata la titulacion en
placa no era visible, ya que no se observaba nm1 en o) testigo el
botbn de eritrocitos, ni en ningun pozo hemblisis, por lo que esta

prueba se realizb por Hemaglutinacibn en tubo.

10. En 1a Tabla 5 se presentan los volumenes de antisSueros a
obtener de los perros, observdndose que de estos se pueden obtener
hasta 400 ml, sangrando a blanco, en esto hay gue tomar @n cuenta
primaordialmente el peso y el tamaho del perro, esto es de
importancia cuando se requiere de sueros en grandes volumenes,
como por ejiemplo, para el empleo en el diagnodstico cltnico,

antisueros antiponzohosos, vacunas.

1i. En el caso de los conejos los volumenes fueron mas

peguehos, pero los titulos muy buenos.

12. €En la Tabla & se observan los datos de la Grafica No, 1}
para la obtencibn de la curva de precipitacibon, en la cual se

representa la zona exceso de Anticuerpo.
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13, La tecnica de Jerne nos sirve para medir la respuesta
humoral { numeroc de celulas formadoras de anticuerpos contra
antfgenas), Yy en nuestro trabajo al wutilizar ratonea blancos
inmunizados con GRP se observan hasta 176000 celulas formadoras de
anticuerpo; sin embargo esto no fuk fagil, vya Que para poder
obtener estos resultados se hicieron varios intentos de los cuales
a2 experimentd que no es conveniente usar eritrocitos viejos, ya
que estos se lisan muy facilmente.

Cuando se usa sueroc de conejo comp fuente de complemento
todas las placas de GRP se lisan, esto pudo deberse, a que tal vez
estos tiemen algdn ant?geno, sobre el tual el suerc de conejo
actua, lissandolos, va que en las placas de GRC si se observaron
placas hemolfticas.

Los resultados expuestes en la Tabla 7 se  lograron usando
suero freseo de cobayo como fuente de complemento. €En la dilucibn
1:20 se usb un suero de cobhayo congelado, diluido 1:3, y este
produjo la 1Isis total en las tres primeras placas, en cambio con
GRC a esta mioma dilucidn se revelaron fuy nltidam2nte las placas

liticas.

14, La titulacidn de la hemplisina, Tapla 10, tiene comp
finalidad la estandarizacion de la técnica de CH vy la técnica de
Fijacibn de Complemento; esta UGltima muy bril en521 diagnbstico de
diversos procesos infecciosos.

De los antisuerts obtenidos de cone)os contra BRP se  observo

que al querer usar suero humano comd ftuente de complemento en la
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titulacibn no es muy eficaz, yva que no produce la lisis total.
ta fuente de complemento mas adecuada fub el suerc fresco de
cobayo, con el cual se cuantificaron titulos muy buenos en las doe

hemolisinas obtenidas.

15. En 1a Tabla 7 se reportan 10s valores de CH para cada
paciente sano, usando las dos hemolisinas, =0

As? en la Tabla 10 se reporta la concentracion dge complemento
para suero, detectando que en la mavor parte de los resultados, en
la Hemolisina 1, 1los valaores son mas bajos que los obtemidps con
la Hemolisina 2, para un mismo suero, habiendo diferencias hasta
de 20 unidades.

Resultados tan diferentes podrfan deberse a un mal manejo de
muestras, a la cantigad de hemolisina utilizada para la
sensibilizacidn, e1 tiempo para detener la reaccidn; etc,

Pero adn asf la cuantificacion del complemento se puede decir
que fud exitosa; vy la mayoria de los pacientes caen dentro de los
valores normales { 100 -~ 150 UCH' 33 exceptuando el suero A, vy 8l
suero E que tuvd valores ufo tantoc elevados con las doe

hemplisinas.
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IX. CONCLUSIONES

1. El ASP se puede utilizar de iqgual manera que el ASC en la
preparacion de medios de cultivo, tomando en cuenta gque )Jas cepas
no presentan cambios en su morfologta macroscopica y microscépica,
adefas de gue la observacion de hemolisis es muy claraj; wuso
primordial de este medio, ademds de que la conceptraci:on de sangre
usada en el medio es minima.

Ast tambieén su uwsd es adecuado en muestras clinicas, ya que
el aumento en la sensibilidad de lops eritrocitos es benefica para
la identiflcacibn de una beta hemblisis, 0o siends ninguna
desventaja las gruebas de catalasa y tincibn de Gram, ya que estas

son rutinarias en ) Laboratorio de analisis,

2. €1 woerro es una buena fuente para la produccibn de

antisueros paor su apreciable respuesta inmunitaria, y la alta

obtencion de volumenes, En especial su gran suceptibilidad
inmundgenica o los gldbulous rojos de rata, por los excelentes
titulos.

3. En la técnica de Jerne 1o mds recaomendable al hacer uso de
BGRP es el empleo de eritrocitos Nuevos y Suero fresco de Cobavo,

para la cuantificacibn en placa.

4, Los altes taitulos en la Hemplisina indican aque lps GRP son
muy buenons 1NmUNbQeNOS: asd tambibn 582 aprecid que es My

recomendable en la titulacitin de la hemplisina el uso de suero
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fresco de Cobavyo.

5. En la cuantificacien de Complemento 30% hemolitico en
suero de pacientes. los rPsul tados son muy variantes, pero estos
1ndican que si es btil la MHemplisina anti GRP,

Por jo que se puede ver estd técnmica y todas las demas lo
que necesitan es la Estandarizacibn, ya que la utilidad de la
sangre de perro en tEcnicas Microbiolbgicas & Inmunaolbgicas  fud
comprobada, resultandn ser muy satisfactoria.

Se propone ademds hacer un seguimiento mdas profundo del perro
en optras aplicaciones como pudieran ser la obtencion de factores
de la coagulacibn, pruebas de toxicidad, etcy y ampliar 21 trabaje

sobre todo en la parte Clinica
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