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INTRODUCCION

La hematologia es el estudio de la sangre y de los tejidos que forman, acumulan o
hacen circular las células sanguineas. La sangre es esencial para mantener el correcto
equilibrio de electrolitos y agua, para el control de la temperatura y para el funcionamiento del
sistema inmunoldgico. Es relativamente mas sencillo obtener una muestra de sangre que de un
tejido més denso o profundo. *

El volumen total de la sangre varia entre especies, incluso entre distintas razas o tipos
de la misma especie, ademas, el volumen general de fluidos es normalmente mayor en los
animales jovenes o delgados que en aquellos que tienen un porcentaje mayor de grasa. * Todas
las células sanguineas tiene una vida media finita, pero en los animales sanos el nimero de
células en circulacion se mantiene en un nivel constante.

Todos los andlisis de sangre comienzan con una correcta obtencion de la muestra de
sangre: una incorrecta obtencién y manipulacion de la muestra puede llevarnos a resultados
poco fiables, 0, algo mucho peor, erréneos. * Los eritrocitos comprenden alrededor de la mitad
del volumen total de la sangre. Son elementos sumamente especializados. Los rasgos
morfologicos de los eritrocitos maduros de perros, gatos, caballos y rumiantes son
generalmente muy parecidos por lo que se refiere a la ausencia de nucleos, la coloracion rojiza
0 rojizo-anaranjada y el hecho que sean generalmente células con forma discoidal bicdncava.
La palidez central es el area de coloracion mas clara en el centro de la célula, debida a una

estrecha asociacion de las membranas en esa parte. 2

Métodos hematologicos

Entre los principales examenes hematologicos encontramos: preparacion y evaluacion
del frotis tefiido, evaluacion de la hemoglobina, determinacion del volumen del hematocrito
(Ht), recuentro de eritrocitos y recuento total y diferencial de leucocitos, ademas de recuento
de plaquetas, velocidad de sedimentacion, pruebas de coagulacion y color del plasma.

Una parte esencial de cualquier evaluacion hematoldgica es el examen microscépico de
la extensidn de sangre, independientemente del método empleado para contar las células. La
forma, tamario y las caracteristicas de las células y las plaquetas proporcionan una informacion

vital para caracterizar los procesos patolégicos. *



Recuento eritrocitario

El recuento de los globulos rojos se puede llevar acabo con sangre capilar 0 venosa.
Debido a la enorme poblacién de eritrocitos en la sangre de todos los animales sanos, el
codmputo es solo posible cuando se ha efectuado una dilucion en grado razonable. Para este
proposito se necesitan diluyentes apropiados y pipetas. Los diluyentes recomendados incluyen
el de Hayem (cloruro de sodio, 1g; sulfato sddico, 5g; agua destilada, 200ml, ocasionalmente
se filtra) y de Dacies (99 ml de solucién acuosa de citrato sodico al 3%; 1ml de formaldehido
al 40%), los cuales, ademas de protegerlos, preservan la forma de los eritrocitos. Son Utiles las
macro y micropipetas calibradas para las diluciones.

Algunos investigadores sugieren que las diluciones mas elevadas proporcionan
recuentos méas exactos. En el recuento de globulos rojos se utiliza la pipeta de Thoma para la
dilucion de hematies, mientras se toma la sangre la pipeta se debe mantener en una posicion
casi horizontal, hasta que la columna de sangre alcanza la marca 0.5 del vastago, la pipeta se
introduce en el frasco que contiene el diluyente de Hayem, se succiona hasta la marca 101. Se
debe agitar la pipeta durante unos 2 minutos. El bulbo de la pipeta contiene sangre a una
dilucion de 1 por 200. Se dispone de una gran variedad de hemocitdmetros, siendo los mas
adecuados los que poseen dos camaras separadas por un canal central y la cuadricula mejorada
de Neubauer.

Los eritrocitos se cuentan con un objetivo de 40X, y con objeto de asegurarse que se
aplica sobre un grupo de células razonablemente representativo, se recomienda seleccionar los
grupos de las 4 esquinas y el grupo central de los 16 cuadros mas pequefios, sumando 80 del
total de los 400 cuadros.

El célculo de la poblacién de eritrocitos por mm? se hace multiplicando el nimero de
células contadas (R) por el factor dilucion y el factor volumen. En el recuento se incluyeron un
total de 80 cuadros, es decir 1/50mm?. El factor dilucién era 200, con lo que el recuento total

de eritrocitos por mm? se obtiene como sigue:

200 x 50 x R células 10 000 x R
Incluso con cierta experiencia y una técnica estandar, el margen de error es por lo

menos del 5%, o sea, 250,000 en un recuento de 5, 000,000. En los laboratorios especializados



en trabajos hematologicos se pueden llevar a cabo gran nimero de recuentos de células

sanguineas en una forma estandarizada por medio de un equipo de recuento electrénico.

Cuenta de leucocitos

Para hacer la cuenta de glébulos blancos se requiere sangre venosa. Para llenar la
pipeta, se toma con la mano derecha, se inserta en la sangre y se succiona con cuidado hasta
que la columna de sangre alcance la marca de 0.5, se quita el exceso de sangre de la misma
mediante un poco de gasa o de algodon, posteriormente se aspira el diluyente de Turk,
lentamente hasta la marca 11. Se agita la pipeta por un espacio de dos minutos con el objeto de
lograr una distribucion correcta de las células en el liquido. Para contar los leucocitos, se
enfoca con el objetivo seco débil sobre el cuadro grande situado en la esquina superior
izquierda. Cuéntese los leucocitos que se encuentren existentes en los tres cuadros restantes.

La suma total de los cuatro cuadros grandes, multiplicada por 50 da la cifra total.

Hemolisinas

Las bacterias patdgenas son capaces de vencer mecanismos de defensa del cuerpo del
hospedador y de invadir y multiplicarse en los tejidos. Las bacterias patdgenas producen
toxinas y enzimas que causan la destruccion y la muerte de los tejidos celulares, originando
signos clinicos de enfermedad y ocasionalmente la muerte del animal infectado. °

Estudios sobre la hemolisina (Bernheimer, 1947) indican que este material es
enzimatico. No se conoce los sustratos en los que estas enzimas residen. Con toda
probabilidad, los sustratos actGan como antigenos, lo que explica el porque las hemolisinas
han sido clasificadas como toxinas.” Las hemolisinas lisan los eritrocitos, algunas lisan
también otros tipos de células, incluidas células fagociticas. Las reacciones hemoliticas y
modos de accion de las diversas hemolisinas varian. Como en el caso de Staphylococcus
aureus, las toxinas alfa, delta y epsilon producen zonas de hemolisis completa en agar sangre
de cordero, mientras que la toxina beta produce una zona hemélisis incompleta. °

La toxina alfa se secreta como una proteasa inactiva, la cual, después de su activacion
por una enzima proteolitica unida a la membrana, hidroliza las proteinas estructurales de la
membrana de los eritrocitos. La toxina alfa es la mas potente de las cuatro toxinas de

membrana hemoliticas producidas por S. aureus.®



La toxina beta degrada por hidrolisis la esfingomielina de la membrana de los
eritrocitos. La susceptibilidad de un glébulo rojo a la esfingomielinasa esta relacionada
directamente con la cantidad de esfingomielina a la que puede acceder la toxina. °

La toxina delta lisa los eritrocitos por una actividad semejante a la de los detergentes. °
La hemolisina delta es un péptido hemolitico producido por Staphylococcus, y se ha estudiado
por casi 50 afios. Por lo tanto, se ha convertido en un modelo en el estudio de los péptidos que
obraban reciprocamente con las membranas. La hemolisina delta es un péptido de 26
aminoécidos, algo hidrofébico y presenta una carga neta de cero.®

Algunas hemolisinas se encuentran intimamente relacionadas. ® Los estreptococos del
grupo A, por ejemplo, elaboran dos hemolisinas, que difieren de sus propiedades quimicas y
en el modo de producir la lisis de los eritrocitos. Estas hemolisinas se denominan
estreptolisina O y estreptolisina S. ” La estreptolisina O es una hemolisina sensible al oxigeno.
® Puede ser reactivada mediante agentes reductores, como el hidrosulfito sédico. Este tipo de
hemolisina es producida por muy diversas especies de bacterias. Se neutraliza con los sueros
especificos y con el colesterol. "La produce numerosos estreptococos patdgenos y se encuentra
antigénicamente relacionada con otras muchas hemolisinas, incluidas la neumolisina de S.
pneumoniae, la botulinolisina de Clostridium botulinum, la tetanolisina de C. tetani, la
chauveolisina de C. chauvoei y la toxina theta de C. perfringens. ®

La estreptolisina S es una lipoproteina que no se neutraliza con el colesterol y cuyo
proceso de oxidacion no es reversible. Esta hemolisina produce efectos degenerativos sobre el
musculo cardiaco y otros drganos parenquimatosos, asi como hemélisis. ’

El Streptococcus pneumoniae produce una hemolisina intracelular perteneciente a la
familia de las hemolisinas tiol-dependientes cominmente denominada neumolisina. Esta
constituye la citolisina principal de S. neumoniae y es conocida como uno de sus factores de
virulencia y considerada por muchos investigadores como candidato antigénico para las
técnicas serolégicas empleadas en el diagnostico de este microorganismo. °

Segun estudios realizados por Kanclerski y Mollby, la mayoria de las cepas de S.
neumoniae producen neumolisinas y éstas pueden ser obtenidas en el laboratorio mediante el
empleo de métodos simples de purificacion. °

Las bacterias producen a menudo una variedad de toxinas citoliticas, que permiten a

los microorganismos infectar con éxito al hospedador incluyendo los seres humanos y otros



animales. Escherichia Coli, expresando la hemolisina E puede causar la lisis de globulos rojos
de diversas especies, incluyendo los seres humanos, el caballo, las ovejas, la cabra y la
gallina.*

Las hemolisinas producidas por cepas de E. coli son proteinas toxicas extracelulares
(exotoxinas) que rompen la membrana de los eritrocitos y de otras células eucarioticas.
Aungue se ha llegado a relacionar con patogenicidad, la funcion precisa que juegan las
hemolisinas en la patogénesis es desconocida, y méas aun, se considera como una caracteristica
inespecifica por considerar que también puede ser causada por proteinas extracelulares
diferentes y no relacionadas a las hemolisinas, o por otros compuestos que acttan sobre los
eritrocitos. **

Existen evidencias claras que demuestran la relacion de las hemolisinas con
patogenicidad en bacterias gram positivas, pero en gram negativas su significado es aun
controversial; en el caso de E. coli, un pequefio porcentaje de cepas aisladas del intestino de
individuos sanos y con diarrea son hemoliticas, aunque cepas de E. coli hemoliticas
frecuentemente estan presentes en infecciones extraintestinales. **

Serratia marcescens producen dos tipos de hemolisinas: hemolisina entrar en contacto
con-dependiente y hemolisina extracelular. La hemolisina ShlA tiene efecto citolitico y entra
en contacto con-dependiente con la actividad hemolitica, pero poco se sabe sobre la
hemolisina secretada por Serratia marcescens. Un tipo de hemolisina y de citolisina es un
grupo de toxinas de formacion de poros. Este tipo de toxina forma tipicamente un homo-

oligémero acttia cambiando la permeabilidad de la célula y llevando a la muerte celular.**

Antecedentes de la hematologia aviar

La hematologia aviar tuvo sus inicios a principios de 1960, como una herramienta en la
investigacion en la industria de las aves de corral. En general, los principios basicos de la
hematologia en mamiferos se aplican en la hematologia aviar, con pocas diferencias y
modificaciones. La mayor diferencia entre la hematologia de mamiferos y aves, incluye la
presencia de eritrocitos nucleados, trombocitos y heteréfilos en la sangre periférica del ave. La
modificacion de estos procesos incluye el uso de un manual con las técnicas, para la obtencién
de un conteo celular exacto. Estos procedimientos son una labor intensiva y de exactitud, los

resultados dependen de la experiencia y habilidad del desempefio individual del anélisis. **



La sangre de las aves, al igual que la sangre de mamifero, puede producir una cantidad
valiosa de informacion. El desarrollo de microtécnicas en los afios recientes, han significado
que pequefias muestras pueden ser analizadas con precision. **

El uso de la hematologia como auxiliar en el diagndstico de las enfermedades de las
aves ha tenido un incremento répido. Esto puede ser atribuido seriamente a un incremento en
el nimero de aves como mascotas, que tienen un valor monetario y sentimental. *°

La hematologia es un herramienta de diagnostico en la clinica, puede proporcionar
informacion de los diferentes procesos de enfermedad del paciente’®, mediante la
identificacion y evaluacién de las células de ave es posible una respuesta y es una herramienta
que ayuda a la discriminacion de la enfermedad o de la salud en los pacientes, asi como un
monitor de la severidad de la progresion clinica de la enfermedad.'” De esta manera el examen
de la sangre puede ser esencial en el establecimiento del diagnéstico.*®

Los valores normales de cualquier parametro de hematologia aviar tienen un rango
amplio debido a la influencia de varios factores intrinsecos y extrinsecos.*?

El total del volumen sanguineo de un ave es aproximadamente el 10% de su peso

corporal,*

siendo los sitios mas comunes de recoleccion de sangre la vena yugular derecha, la
vena metatarsiana medial y la vena radial.* La sangre asi extraida se puede colocar en tubos
capilares para microhematocrito y ser centrifugadas, para la determinaciéon del volumen del
paquete celular.?

Los métodos de conteo celular no estan estandarizados entre los laboratorios que
realizan el conteo completo de la sangre de aves. Las técnicas y las investigaciones son
variadas y aproximadas. Frecuentemente la literatura hace referencia al EDTA como el
anticoagulante de eleccion para el conteo de células aviares. Sin embargo, el EDTA puede
causar hemolisis en las células rojas de variadas muestras de sangre, incluido, sangre de
avestruz, cuervo, guaco y grulla. Algunas investigaciones estan en contra de recomendar el
uso de heparina, por que agrupa las células en el hematocitometro, pero algunos laboratorios
veterinarios recomiendan este método anticoagulante. %

El estudio hematologico controlado usualmente involucra poblaciones estables,
técnicas de muestreo estandarizado y un rapido analisis especializado. El control de las
variables ciertamente reduce la introduccion de errores en el laboratorio, particularmente

cuando comparamos metodologias. Después de 24 horas todos los tipos de anticoagulantes



(EDTA, heparina y citrato) resulta en la reduccion de la calidad de la célula cuando son
examinadas en el hematocitometro. En conjunto el EDTA en la sangre degenera méas que otros

tipos. La muestra en refrigeracion disminuye la regeneracién celular. %

Biometria hemética

La biometria hemética aviar representa una coleccién de pruebas de analisis de las
cantidades, la calidad, y la morfologia de los elementos celulares, ademas de la prueba
seleccionada en el plasma. %

Es usado el microhematocrito para determinar el volumen del paquete celular. Este es
el método mas comunmente utilizado para la estimacion de células rojas. La determinacion del
volumen del paquete celular, comienza con la colocacion de sangre con anticoagulante en un
tubo capilar. Normalmente se centrifuga a 5 minutos, causando la separacion de la sangre en el
paquete de células rojas, capa leucocitaria y plasma. Las muestras de sangre con un alto valor
en el paquete de volumen celular, puede requerir mas tiempo de centrifugacion para obtener
un apropiado valor de paquete celular. 2

El hematocrito (volumen del paquete celular) disminuye constantemente con el
envejecimiento de las muestras de sangre. Las proteinas plasmaticas se pueden medir por

medio del refractémetro, a partir del tubo capilar centrifugado. %

Estudio del frotis tefiido en las aves.
El conteo de glébulos rojos se obtiene ya sea de forma automatizada o por método

manual %2

, pero en las aves, reptiles, anfibios y peces los eritrocitos son nucleados y el conteo
manual es necesario mediante la cAmara de Neubauer en vez del conteo electronico, ya que asi
se obtendra una mejor estandarizacion.” En el frotis sanguineo de ave se observan eritrocitos
nucleados, leucocitos y trombocitos.™

Existen dos métodos para obtener el conteo total manual de glébulos rojos: Unopette y
Natt y Herrick. ® Numerosas instituciones y zoolégicos prefieren el conteo celular por el
método de Natt y Herrick. Se usa como diluyente el colorante metil-violeta 2B, que tifie a las
células sanguineas. A diluciones de 1:200, este diluyente es aplicado en la camara de
Neubauer, el hematocitometro es colocado en un ambiente himedo por cinco minutos para

permitir que las células se establezcan. Todos los eritrocitos son contados de los cinco cuadros

10



grandes y se multiplica por 10 000 y asi se obtiene el conteo por microlitro de sangre. De los
nueve cuadros de la misma cdmara se cuentan los leucocitos que estan tefiidos de negro. El

total de leucocitos contados en un microlitro se calculan de la siguiente manera:

(Conteo total + 10% del conteo total) X 200

El metodo Natt y Herrick puede ser modificado para contar un estimado de los
trombocitos, en la experiencia del autor este método es mas dificil, por que hay que realizar
constantes repeticiones. %

El método més popular para la semicuantificacion de leucocitos es el método Unopette
5877. Con la pipeta se toman 25 pl de sangre® esta muestra de sangre se diluye a razén de
1:32 con la solucion de la floxina B'! esta mezcla se suministra a la camara, solamente los
heterdfilos y los eosinofilos, absorben la floxina B. Después de un periodo de cinco minutos
de reposo todas las células son tefiidas y son contadas en los 18 cuadros (ambos lados de
hematocitometro). El total de los heterofilos y eosinéfilos se calcula de la siguiente manera:

Células contadas X 10 X 32 /18

El total del conteo de leucocitos tanto de eosindfilos como de heterofilos, se usa para
sacar el conteo diferencial entre estos, se calcula de la siguiente manera.?

Heter6filos y eosinéfilos totales / (% hererofilos y % eosinofilos) X 100°

Hay que poner importancia en que la mezcla de la sangre con la floxina B sea la
adecuada, por que las células rojas pueden también tefiirse si se prolonga esta exposicion. *3

Ambos metodos hematocitometricos requieren de una estricta atencion del tiempo. El
fracaso da como resultado la sobretincion de las células. La sobretincion en el método
Unopette, nos da como resultado que las células no se puedan contar y no se pueden
diferenciar. La sobretincion en el método de Natt y Herrick resulta en una gran dificultad para
la diferenciacion de los tipos celulares.

Ambos métodos se afectan desfavorablemente por la deshidratacion cuando se cuentan
en la cAmara. Las muestras de sangre que llegan al laboratorio con una decreciente calidad
celular, afecta negativamente el conteo de células en el hematocitometro. En general, la cuenta

baja de células ocurre por muestras viejas o deterioradas. Estudios controlados demuestran el

11



incremento de variabilidad del método Natt y Herrick comparado con el método Unopette. Sin

embargo otros estudios se oponen a esta conclusién. **

Células sanguineas

Los glébulos rojos de las aves son ovalados, alargados, grandes y contienen un nicleo
oval. Los frotis teflidos mediante el colorante de Wright o cualquier otro procedimiento
policromo muestra el citoplasma de color rosa amarillento y el ndcleo pdrpura. Unos cuantos
glébulos rojos son ovalados anchos y contienen nacleos que son menos alargados, con
cromatina plenamente visible en forma de masas. El citoplasma de estas células es menos
rosado, apareciendo en ocasiones de color azul. Estos reciben el nombre de eritrocitos
policromos y son células jovenes que probablemente corresponden a la etapa de normoblastos
de los eritrocitos de los mamiferos. Su presencia en mayor cantidad es sugestiva de anemia. *

La celula polimorfonuclear del ave representa una afinidad tintoreal diferente de la que
muestra la mayoria de los mamiferos. El leucocito polimorfonuclear contiene en su citoplasma
granulos alargados, ovalados de color rojo, que semejan cristales y se tifien por los
procedimientos hematoldgicos usuales. Estos se denominan seudoeosinofilos o heterofilos en
lugar de neutrofilos. *

Los eosinofilos constituyen otro grupo de células de las aves que contienen granulos
rojizos en el citoplasma, y reciben el nombre por ser similares a los eosinéfilos mamiferos.
Los granulos son esféricos y generalmente se tifien de color rojo ladrillo, en contraste con el
color rosado de los granulos de los heteréfilos. *

Los basofilos se hallan presentes en la sangre de las aves y son semejantes, en muchos
aspectos, a los correspondientes a los mamiferos. Los linfocitos y los monocitos difieren poco
de los del mamifero. Los linfocitos varian de pequefias formas con escaso citoplasma a formas
grandes con gran cantidad de citoplasma. Al igual que el mamifero, el nicleo del monocito
suele ser mas palido y su red de cromatina mas fina que el del linfocito. El citoplasma del
monocito suele ser mas nebuloso y vacuolado en las aves. *

Los trombocitos son células nucleadas, menos que los eritrocitos y contienen un nacleo
circular. El citoplasma es muy claro y casi incoloro. En uno de los extremos del citoplasma

presentan unos cuantos granulos de color rojo. 3
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El conteo de método manual puede tener un error del 10%."3 Las aves poseen eritrocitos
nucleados, lo que impide el conteo de los leucocitos, en el método automatizado.?! La
presencia de eritrocitos nucleados y trombocitos en la sangre de ave presenta un desafio al
tratar de aplicar el aparato automatizado.*®

OBJETIVO GENERAL
Evaluar diferentes métodos de lisis selectiva en células sanguineas de ave, que permitan la

destruccion de eritrocitos sin afectar a los leucocitos.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Determinar la dilucion 6ptima de &cido acético y cloruro de sodio que permita lisar

solo a los eritrocitos sin afectar a los leucocitos.
2. Aislar y caracterizar cepas bacterianas que causen hemolisis en eritrocitos de ave.

3. Seleccionar cepas bacterianas productoras de hemolisinas que provoquen destruccion

de eritrocitos sin alterar a los leucocitos de las aves.
4. Determinar la actividad especifica de las hemolisinas producidas por las cepas.

HIPOTESIS
Si se emplea una sustancia que cause lisis selectiva a eritrocitos de ave, ésta facilitara el

conteo de los leucocitos durante la cuenta celular en la biometria hematica.

JUSTIFICACION

El estudio de la sangre en las aves se realiza por métodos manuales, basado en los principios
de la hematologia de los mamiferos, la principal diferencia que existe entre ambos es que en
las aves los eritrocitos son ovalados y contienen un nucleo oval, mientras que en los
mamiferos son células con forma discoidal biconcava con ausencia de ndcleo. En la biometria
hematica en mamiferos se utilizan técnicas que lisan al eritrocito sin mayor problema, ya que
al carecer de nucleo los vuelve més vulnerables a las sustancias utilizadas en estos métodos
para realizar las cuentas totales, no es de la misma manera para la sangre de ave ya que el

eritrocito al contar con nucleo, las sustancias no son capaces de lisar al eritrocito al menos en
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las mismas concentraciones empleadas en mamiferos. En la actualidad no se cuenta con una
sustancia capaz de hacer lisis en los eritrocitos, sin alterar a los leucocitos. En la préctica
dentro del laboratorio clinico se utilizan métodos manuales para realizar los recuentos
celulares, éstos son como Unopette y Natt y Herrick, el primero tifie solo a los heteréfilos y
eosinofilos mientras que la segunda tifie a los eritrocitos y leucocitos, permitiendo un conteo
simultaneo, el inconveniente de ambas técnicas es la semicuantificacion de los leucocitos,
ademas de que la deshidratacién de la muestra afecta el conteo en la camara, también se
requiere de habilidad y experiencia en la observacion de las muestras de sangre de ave. Por si
fuera poco, los rangos en animales sanos no estan estandarizados y solo son aproximados.
Contando con una sustancia que realice la lisis selectiva, favorecerd y facilitara la
cuantificacion de los leucocitos y ademas de que permitird posteriormente la utilizacion del
aparato automatizado de biometria hematica, ya que al lisar a los eritrocitos de estas muestras,
se podré realizara un conteo méas exacto de los leucocitos, reduciendo asi el tiempo del

proceso.

MATERIALES Y METODOS

DISENO DE LA INVESTIGACION

Obtencion de sangre de ave

Para este trabajo se utilizo un gallo domestico Gallus gallus, raza hibrida, clinicamente sano,
de 2.5 Kg de peso, de 1 afio de edad. Se obtuvo la sangre de la vena radial en tubos con
anticoagulante EDTA.

a) Método quimico.

El trabajo corresponde con una investigacion experimental, observacional y prospectiva.
Determinacion de la dilucion éptima de acido acético y cloruro de sodio que permita lisar s6lo
a los eritrocitos de ave sin afectar a los leucocitos.

Se realizaron dos repeticiones de cada una de las diluciones de &acido acético, estas fueron
porcentuales y decimales quedando al final como: 16%, 8%, 4%, 2%, 1.6%, 1%, 0.8%, 0.4%,
0.2%, 0.16%, 0.1%, 0.08%, 0.05%, 0.04%, 0.02%, 0.01%, 0.005%, 0.0025% y 0.00125% y
10%, 10% 10°,10*10®°. Mientras que con el NaCl se realizaron de igual manera dos
repeticiones de cada una de las diluciones porcentuales de 2%, 1%, 0.5%, 0.25% y 0.125%. A

cada una de estas diluciones se les agregaron 0.1ml de sangre de ave. Se incubaron a
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temperatura ambiente durante 5 minutos, posteriormente se centrifugaron a 3,000 rpm en una
centrifuga clinica (Clay Adams) por 5 minutos, se separo el sobrenadante del sedimento de
cada tubo y se midié la cantidad de hemoglobina a 540nm mediante un espectrofotdmetro
Spectronic 20D, por el método de cianometahemoglobina®, posteriormente se multiplico por el
factor 28.7 para obtener la cantidad de hemoglobina en g/dl, mientras que con los sedimentos
se realizaron frotis que se fijaron con metanol, se tifieron con la técnica de Wright y se

observaron al microscopio para evaluar la morfologia de las células sanguineas.
b) Meétodo microbioldgico

Para el aislamiento y caracterizacion de cepas bacterianas que causen hemdlisis en

eritrocitos de ave se utilizo el diagrama mostrado en la figura N°1.

15



hemoliticas

Diagrama de flujo

Seleccion de cepas bacterianas que causen hemdlisis en
agar sangre de ave.

/ N\

Identificacion de
las cepas

Centrifugar a
3000rpm durante
10 minutos

A 4
Separar el
sobrenadante y
determinar:

\ Hemolisinas

Resiembra en caldo
soya tripticaseina

/

\

Incubar por 24 horas a
37°C, en estufa
bacterioldgica

Resiembra en agar
soya tripticaseina,
para su
conservacion

Proteinas por el
método de Biuret

A 4

Colocar en una microplaca con fondo de U,
150pl del sobrenadante y realizar diluciones

dobles seriadas de cada uno.

v

Agregar a cada uno de los pozos 150ul
de solucién de globulos rojos al 0.5%

v

Dejar reposar la microplaca en la estufa
bacterioldgica a 37°C, por un periodo de
5 horas haciendo lecturas a la media
hora y por cada hora.

Figura N°1. Diagrama de flujo de la metodologia utilizada para obtener las cepas
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Se seleccionaron cepas bacterianas productoras de hemolisinas de fuentes como heces y
cavidad oral de aves, estas se sembraron en agar sangre de ave al 3%, y se incubaron a 37°C
por 24 horas. Subsecuentemente se midio el halo de hemdlisis, las cepas que presentaron un
halo mayor se resembraron en agar soya Tripticaseina (AST) (Bioxon) para su identificacion
bioquimica.

Las cepas fueron codificadas de la siguiente manera: RCC1, RCC2, RCC3, RCC4, RCCS5,
RCC6, RCC7, RCC8, RCCO.

Caracterizacion de las cepas

Se realizaron pruebas bioquimicas® para la caracterizacién de las cepas utilizadas, las
pruebas fueron (Bioxon): catalasa, oxidasa, Oxido/Fermentacion (O/F),
Motilidad/Indol/Ornitina (MI10O), Rojo de Metilo/ Voges-Proskauer (MR/VP), Agar Lisina
Hierro (LIA), sorbitol, citrato, urea, Triple Azucar Hierro (TSI) y leche tornasol. Una vez

realizado fueron resembradas a tubos con agar soya tripticaseina (AST) para su conservacion.

Determinacion de hemolisinas y su efecto

Las cepas que mostraron lisis sobre el medio de agar sangre con eritrocitos de ave se
resembraron en Caldo Soya Tripticaseina (CST) y se incubaron a 37°C por 24 horas, después
el caldo se centrifugo a 3,000rpm durante 10 minutos y se separo el sobrenadante del
sedimento, en el sobrenadante se determino la cantidad de proteinas totales por el método de
Biuret®®, y se determinaron la hemolisinas a través de un método en microplacas.

Se prepar6 una solucién de glébulos rojos al 0.5%, para realizar esto se diluyo 0.5 ml
de sangre de ave obtenida con EDTA en 99.5ml de Solucion Salina Fisiologica (SSF) al
0.85%.

En una microplaca con fondo de U, se coloco el sobrenadante del CST, en el primer
pozo de la microplaca se colocaron 150l de sobrenadante, en el segundo se colocaron 150ul
de sobrenadante mas 150ul de SSF, de aqui se comenzaron las diluciones dobles seriadas los
cuales quedaron de la siguiente manera: 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256,
1:512, hasta llegar al pozo numero 10. Se utilizaron dos controles uno positivo que fue el agua
destilada y negativo que fue la SSF. A cada uno de estos pozos se le agregaron 150ul de

solucion de glébulos rojos al 0.5%. Esta placa se dejo reposar dentro de la estufa
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bacterioldgica a 37°C por 5 horas, haciendo lectura de las hemolisinas cada hora. Se determino
la actividad de la hemolisina producida por las cepas mediante la observacién en el cambio de
color del sobrenadante y se selecciono la que tuvo la mayor actividad. Se realizaron dos
repeticiones de cada una de las diluciones.

A los mismos tiempos se tomaron 50 pL del sedimento y se realizaron frotis de cada

dilucién para su tincién y evaluacion al microscopio.

RESULTADOS

Método quimico

Se realizo la lectura de hemoglobina por el método de cianometahemoglobina® de cada uno de
los sobrenadantes de las concentraciones de acido acético adicionadas con sangre de ave, en
las cuales se pudieron observar los distintos datos, mostrados en el cuadro N°1. Se puede
observar que la mayor liberacion de hemoglobina se dio en las concentraciones 0.8%, 0.16%,
0.1% y 0.005% en la cuales obtuvimos resultados de 54.5¢/dl, 57.4g/dl, 53.1g/dl, y 44.8¢g/dl
respectivamente. También se realizo le lectura de las concentraciones decimales del
sobrenadante del &cido acético, las cuales se observan en el cuadro N°2, en estas observamos
que en la concentracion al 10" se obtuvo la mayor liberacién de hemoglobina con 53.1g/dl.
Notese que en ambas concentraciones tanto porcentuales como decimales el rango en la mayor
liberacion de hemoglobina se da entre 57.4g/dl y 44.8g/dlI.

Posteriormente se realizaron frotis de cada una de los sedimentos de la mezcla de
sangre con las concentraciones de acido acético, los resultados se presentan en el cuadro N°3,
En general podemos observar alteracion de los eritrocitos (figura 1), se aprecian leucocitos que
comienzan a presentar un dafo, no se pueden diferenciar las distintas lineas celulares, solo los
heteréfilos, pero no en todos los frotis. Estas concentraciones no tienen el efecto de lisis
selectiva requerida. En la observacion de los frotis del sedimento de las concentraciones
decimales observadas en el cuadro N°4, se observaron grumos y solo en la concentracién 10
se aprecian nucleos libres.

Ademés se realizo la lectura de hemoglobina por el método de cianometahemoglobina®
de cada uno de los sobrenadantes de las concentraciones de cloruro de sodio (NaCl)

adicionadas con sangre de ave, estos resultados se muestran en el cuadro N°5. En estos
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podemos observar que el valor mas elevado de hemoglobina se obtuvo en la dilucion 0.5% con
una liberacion 37.3g/dl y por debajo en la concentracion de 0.25% con una liberacion de
27.7g9/dl. Las observaciones de los frotis expuestas en el cuadro N°6 de los sedimentos de
estas mismas concentraciones, en general, observamos con esta técnica la conservacion de la
morfologia de los eritrocitos, asi como de nlcleos sueltos de estos mismos, solo en la
concentracion al 1% se observa perdida de citoplasma de los eritrocitos, y en otras el

citoplasma esta hinchado (figura 2).
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Cuadro N°1. Liberacion de hemoglobina por eritrocitos de ave tratados con soluciones de

acido acético

Concentracion de Hemoglobina
acido acético (%) (g/dl)
16 11.8*
8 12.0
4 11.3
2 14.0
1.6 26.0
1 22.6
0.8 54.5
0.4 49.6
0.2 48.5
0.16 57.4
0.1 53.1
0.08 111
0.05 327
0.04 19.1
0.02 28.1
0.01 17.7
0.005 44.8
0.0025 4.2
0.00125 18.9
0.0 19.25

*Los datos son el promedio de dos repeticiones.
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CUADRO N° 2. Liberacion de hemoglobina por eritrocitos de ave tratados con soluciones de

acido acético

Concentracién de

acido acético

Hemoglobina (g/dl)

107" 53.1*
107 33.9
107 313
10™ 36.2
10° 28.8

*Los datos son el promedio de dos repeticiones.
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Cuadro N° 3. Evaluacion de las células sanguineas de ave, posterior al tratamiento con

diversas concentraciones de acido acético.

Concentracién de &cido

aceético (%)

Observaciones

16 A los eritrocitos no se les observa el ntcleo y hay ndcleos libres, otros sin alteraciones. Los leucocitos
se observan con nicleos de coloracion azul.

8 Se aprecian eritrocitos a los cuales no se aprecia el ndcleo, ademas hay nicleos libres y dan la apariencia
de contener un puntilleo basdfilo. Leucocitos solo se observan nucleos redondeados basdfilos.

4 Aspecto grumoso del frotis en una parte. Los eritrocitos se aprecian sin ntcleo. Leucocitos redondos de
color morado.

2 Eritrocitos con citoplasma hinchado, nicleo bien delimitado y ndcleos sin citoplasma en gran cantidad.
Leucocitos se observan de ndcleo morado a lila, hay poca cantidad.

1.6 En un 90% de los eritrocitos no se observa el nicleo, en un 10% si se observan, citoplasma bien
delimitado. En los leucocitos se observan bien delimitados su citoplasma y ndcleo, mientras que a otros
se les observa el nucleo fragmentado con puntilleo basofilo.

1 No se observan los eritrocitos. Los leucocitos se observan con nicleo morado y se ven algunos
heterdfilos.

0.8 A los eritrocitos no se les observa el nucleo, aumentados de tamafio, perdieron su forma, se ven mas o
menos redondeados. Se aprecian algunos heterdéfilos bien delimitados, los demas leucocitos se ven
redondos y morado.

0.4 A los eritrocitos no se les observa el nucleo. Leucocitos se observan redondos y morados.

0.2 Se observan poca cantidad de eritrocitos. Los leucocitos se observan redondos a algunos se les ve el
nucleo.

0.16 Se observan poca cantidad de eritrocitos. Leucocitos se ven redondos y morados a algunos se les aprecia
el nucleo.

0.1 Ausencia se celulas.

0.08 Ausencia se células.

0.05 Ausencia se células.

0.04 Destruccion de eritrocitos, algunos estan redondos. No se observan leucocitos.

0.02 Ausencia se células.

0.01 Eritrocitos redondos sin nucleo y nucleos libres. Se observan muy pocos leucocitos.

0.005 Ausencia se células.

0.0025 Ausencia se células.

0.00125 Ausencia se células.

0 Solo se observan unas estructuras redondas de color rosa. No se distingue el tipo.
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Figura N° 1. Imagen del sedimento de la sangre tratada con &cido acético al 1.6%.

7

/™9 Eritrocitos con alteracion el ntcleo.

La misma actividad se observo en las concentraciones al 16%, 8%,4%,1.6%, 0.8%, 0.4% y

0.01%.

Cuadro N° 4. Evaluacidn de las células sanguineas de ave, posterior al tratamiento con

diversas concentraciones de acido acético

Concentracion de

4cido acético

Observaciones

10" Ausencia se células.

10° Hay acumulacion de células. .No se distinguen los tipos celulares.

10° Hay acumulacioén de célula, pero no se definen, se aprecian nlcleos libres.
10 Se observa gran cantidad de ndcleos sin citoplasma.

10° Hay acumulacién de célula, pero no se definen.
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Cuadro N°5 Liberacién de hemoglobina por eritrocitos de ave tratados con soluciones de

NaCl.

Concentracion de Hemoglobina (g/dl)
NaCl (%)

2 10.0*

1 1.7

0.5 373

0.25 27.7

0.125 11.9

*Los datos son el promedio de dos repeticiones.

Cuadro N° 6 Evaluacion de las células sanguineas de ave, posterior al tratamiento con diversas

concentraciones de NacCl.

Concentracion %

OBSERVACIONES

2

Algunos eritrocitos conservan su nucleo y forma. Se

observan nucleos sueltos. Los leucocitos conservan su

forma.

1 Perdida de citoplasma en algunos eritrocitos, y en otros el
citoplasma esta hinchado. Nucleos redondos. Leucocitos
diferenciados, aun que comienza a hincharse.

0.5 Solo se observan ndcleos de distintos tamafios y color, estan
libres.

0.25 Nucleos libres y dispersos, eritrocitos completos pero
redondeados.

0.125 Nucleos libres y dispersos, eritrocitos completos pero

redondeados.
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Figura N° 2. Imagen del sedimento de la sangre tratada con NaCl al 1%.

AU

- 7

1==mmp- Eritrocitos hinchados

w2 N(Cleos sueltos

===p- Citoplasma en forma de vidrio esmerilado
=p- |_eucocito que comienza a hincharse

Método microbiolégico
Seleccion de las cepas bacterianas
Los resultados de la prueba de GRAM y prueba de hemolisis en agar sangre de
carnero, asi como de la caracterizacion bioquimica de las cepas bacterianas, se observan el
cuadro N° 7 y N°8 respectivamente, se encontrd que se trata de los siguientes géneros:
RCC 1, 7, 8, 9 Bacillus cereus
RCC 2, 3 Actinobacillus sp
RCC 4 Acinetobacter sp

RCC 5, 6 Micrococcus spp
Ademas se le midieron los halos de hemolisis obteniendo los resultados indicados en el

cuadro N°9. Se aprecian la medida en milimetros de los halos de hemdlisis, siendo las cepas

de Bacillus cereus las que presentan los halos de mayor tamafio.
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Cuadro N° 7. Identificacion de cepas bacterianas por medio de la prueba de GRAM vy prueba

de hemolisis.

Cepa GRAM Hemolisis en agar sangre de
carnero

RCC1 Bacilo G (+) o

RCC2 Cocobacilo G (-) (-)

RCC3 Cocobacilo G (-) B

RCC4 Cocobacilo G (-) (-)

RCC5 Coco G (+)

RCC6 Coco G (+)

RCC7 Bacilo G (+) o

RCC8 Bacilo G (+) a

RCC9 Bacilo G (+) a

Se obtuvieron 4 bacilos gram (+), 2 cocos gram (+), 3 cocobacilos gram (-).

Cuadro N°8. ldentificacion de cepas bacterianas por medio de prueba bioquimicas.

Cat/Oxi | O/F | MIO | MR/VP | LI | Sorbitol | Citrato | Urea | TSI Leche T
A

Bacilos G(+)
RCC1 +/+ -1+ | -+ +/- + - - - | Alc/sc | slc
RCC7 +/+ +HH+ | +H-1+ +/- + - - - | Ac/Ac | Coagulo
RCC8 +/+ +HH+ | +H-1+ +/- + - - - | Ac/Ac | Coagulo
RCC9 +/+ +HH+ | +H-1+ +/- + + - - | Alc/Ac | Coagulo
Cocos G(+)
RCC5 +/- +H+ | +-I- -- + - - - | Ac/sc Fer/lac/C
RCC6 +/- +H+ | +-I- -- + - - - | Ac/sc Fer/lac/C
Cocobacilos
G(-)
RCC2 +/+ -+ | -l -/- - - - - | Alc/sc | slc
RCC3 +/+ +H+ | -l-/- -/- - - - - | Alc/sc | slc
RCC4 +/- -[- | -l-l- -/- - - + - | Alc/sc |slc
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Cuadro N°9. Halos de hemolisis mostrados por las cepas en estudio sobre agar sangre de ave

Cepa Identificacion Medida (mm)

RCC1 Bacillus cereus 9
RCC7 Bacillus cereus 30
RCC8 Bacillus cereus 22
RCC9 Bacillus cereus 25
RCC2 Actinobacillus sp 3
RCC3 Actinobacillus sp 5
RCC4 Acinetobacter sp 2
RCC5 Micrococcus spp 2
RCC6 Micrococcus spp 3

Evaluacion de produccion de hemolisinas

Para realizar la valoracion de la produccion de hemolisina se realizo la medicién de
protefnas por el método de Biuret®?, los resultados se observan en el cuadro N°10, mismos que
son graficados en la figura N°3. En este encontramos que el sobrenadante de la cepa RCC5 de
Micrococcus spp, tuvo el valor mas alto de contenido de proteina con 116mg/ml, seguido de la
cepa RCC2 de Actinobacillus sp con 93mg/ml.

El resultado de la medicion del efecto de lisis obtenida a partir de las diluciones de los
sobrenadantes se observan en el cuadro N°11. En este podemos ver que en la cepa RCCL1, se
obtuvo una hemodlisis total, del 100%, en la reaccion directa y en la dilucién 1:2 desde la
primera hora, en tanto que en las diluciones posteriores no se presento hemdlisis.

Mientras que en la medicién del efecto de lisis obtenida a partir de las diluciones del
sobrenadante de la cepa RCC2, a los 30 minutos no tuvo ningun efecto, a partir de la primera
hora se reporto una hemolisis parcial es decir del 50%, en la reaccion directa y en la dilucion
1:2, en las diluciones posteriores no se reporto hemolisis. Las diluciones de las cepas RCC3,

RCC4, RCC5 y RCC6 no presentaron hemdlisis a ningln tiempo.
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CUADRO N° 10 Medicion de proteinas en el sobrenadante de un cultivo sobre caldo soya

tripticaseina por el método de Biuret.

Sobrenadante de la cepa

Identificacién

Concentracion de
proteinas (mg/ml)

RCC1 Bacillus cereus 46.0
RCC7 Bacillus cereus 51.0
RCC8 Bacillus cereus 46.0
RCC9 Bacillus cereus 23.0
RCC2 Actinobacillus sp 93.0
RCC3 Actinobacillus sp 59.9
RCC4 Acinetobacter sp 4.0

RCC5 Micrococcus spp 116.0
RCC6 Micrococcus spp 51.0
RCC10 (control) Caldo Soya Tripticaseina 53.0

(CST)

Figura N° 3. Cantidad de proteinas contenidas en el sobrenadante de un cultivo sobre caldo

soya tripticaseina obtenidas por el método de Biuret.
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CUADRO N° 11 Efecto de lisis selectiva de diversas concentraciones de hemolisinas

Cepa | Dilucion TITULO Tiempo h Proteinas Actividad
(méximo UH (minimo (mg/ml) especifica
efecto) efecto) (UH/mg)

RCC1 | 1:2 total 2 1 46 0.290

RCC2 | 1:2 parcial 1 1 93 0.072

RCC3 | (-) 0 (-) 59.9 0.000

RCC4 | (-) 0 (-) 4 0.000

RCC5 | (-) 0 (-) 116 0.000

RCC6 | (-) 0 (-) 51 0.000

RCC7 | 1:2 total 2 1 51 0.260

RCC8 | 1:2 total 2 1 46 0.290

RCC9 | 1:2 parcial 1 1 23 0.290

UH= inverso de la dilucion méaxima que produce efecto

En la medicién del efecto de lisis obtenida a partir de las diluciones del sobrenadante de la
cepa RCC7 y RCC8 observadas en el cuadro N°12, se aprecio para la cepa RCC7, hemolisis
total, del 100%, desde la primera hora en todas las diluciones. Para las diluciones del
sobrenadante de la cepa RCC8 se obtuvo hemdlisis del 100% desde la primera hora en la
reaccion directa y en la dilucion 1:2, y para las diluciones 1:4, 1:8 y 1:16, en la primer hora se
obtuvo hemolisis al 50% Yy para la segunda hora se vio modificado el efecto, hasta llegar a un
100% de hemodlisis, excepto para la dilucion 1:16 que mantuvo una hemdlisis parcial.

En la medicion del efecto de lisis obtenida a partir de las diluciones del sobrenadante
de la cepa RCC9, se obtuvo hemdlisis parcial en la reaccidn directa y en la dilucion 1:2, a

partir de la primer hora. En las diluciones posteriores no se reporto hemolisis.
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Cuadro N°12. Medicién del efecto de lisis obtenida a partir de las diluciones del sobrenadante
de las cepas RCC7 y RCCS8.

Tiempo Diluciones del sobrenadante de la cepa RCC7
h 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16
0.5 0 0 0 0 0
1 100 100 100 100 100
2 100 100 100 100 100
3 100 100 100 100 100
4 100 100 100 100 100
5 100 100 100 100 100
Diluciones del sobrenadante de la cepa RCC8
0.5 0 0 0 0 0
1 100 100 50 50 50
2 100 100 100 100 50
3 100 100 100 100 50
4 100 100 100 100 50
5 100 100 100 100 50

100 = hemdlisis total
50= hemdlisis parcial

0 = No hemodlisis

De las diluciones en las cual hubo hemdlisis total a la primera hora, se realizaron frotis

y esto fue lo que se observo.

RCC1

En la reaccion directa se observo que el 100% de los eritrocitos perdieron su forma, de
estos un 10% comenzaron a perder su membrana. No se observan los leucocitos. En la
superficie del frotis se observaron pocas células. En la dilucién 1:2 se observo que el 100% de
los eritrocitos perdieron su forma, de estos un 10% comenz6 a perder su membrana, se
observan nucleos libres. No se observan los leucocitos (figura 4). Se observan mayor cantidad

de células que en la dilucién anterior.
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RCC2

En la reaccion directa se observo que el 99% eritrocitos estaban completos, estos
conservan su forma, poca cantidad perdio su citoplasma. EIl 1% de los leucocitos estan bien
definidos. En la dilucién 1:2 se observo en un 99% eritrocitos completos, el 1% son nucleos
libres. Hay poca cantidad de leucocitos, se observaron bien definidos.

RCC6
En la reaccion directa se observaron 90% de los eritrocitos completos y el 10% fueron
nacleos sueltos. En la dilucion 1:2 se observaron eritrocitos completos en un 60% Yy el resto

fueron destruidos.

RCC7

En la reaccion directa se observaron eritrocitos completos en un 80%, muy dispersos,
el citoplasma comenzaba a romperse, sus nucleos aumentados de tamafio en un 50%. Un 5%
de eritrocitos redondos y completos.

En la dilucion 1:2 no se observaron eritrocitos, se apreciaron solo leucocitos bien
definidos, en especial los heteréfilos con buena morfologia (figura 5), aunque comenzaban a
corrugarse, su citoplasma se observo un poco esmerilado (figura 6).

En la dilucidn 1:4 se aprecio 50% de eritrocitos completos y el otro 50% comienzan a
perder su forma, el citoplasma comenzaba a romperse. En la dilucion 1:8 el 80% de los GR
estaban completos. Los leucocitos se observaban bien definidos. Para la dilucion 1:16 el 60%
de los eritrocitos estaban completos y en un 40% comenzaban a hincharse y perder su forma.
Los leucocitos no se observan. En las diluciones 1:256 y 1:512 se observaron eritrocitos

completos y el frotis se veia muy grumoso en ambas diluciones.

RCC8

El 100% de los eritrocitos estaban completos, comenzaron a perder su forma. Frotis
muy grumoso en la reaccion directa. En la dilucidon 1:2 los e Eritrocitos completos, el 40%
conservo su forma, 40% nuacleos libres, 20% eritrocitos hinchados (figura 7), y el 5% son

leucocitos de color morado (figura 8).

31



RCC9

En la reaccion directa se observaron el 20% de los eritrocitos completos, leucocitos se
observan redondos y morados. En la dilucion 1:2 Todos los eritrocitos estdn completos y
comienzan a hincharse y los leucocitos se observan redondos y morados (figura 9).

Se utilizaron dos controles uno negativo que fue solucion salina fisioldgica (SSF) y un control
positivo que fue el agua destilada. Los resultados obtenidos en la observacion del frotis fueron
los siguientes:

SSF (-): se observaron eritrocitos muy amontonados y completos en un 100%

Agua destilada (+):70% GR completos y 30% de estos se encuentran con el citoplasma

destruido

Iméagenes de los frotis realizados y tefiidos con Wright

Figura N° 4. Imagen del sedimento de la sangre tratada con la dilucion 1:2 de la cepa RCC1 en

la primer hora.

1 Eritrocitos perdieron su forma
2 Eritrocitos con pérdida de membrana
=) Ndcleos libres.
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Figura N° 5. Imagen del sedimento de la sangre tratada con la dilucion 1:2 de la cepa RCC7 en

la primer hora.
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Figura N° 6. Imagen del sedimento de la sangre tratada con la dilucion 1:2 de la cepa RCC7 en

la primer hora.

mmmm)> Heterofilos
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Figura N° 7. Imagen del sedimento de la sangre tratada con la dilucion 1:2 de la cepa RCC8 en

la primer hora.

7
=

s ETitrocito completo

m=mmp |_eUCOCItOS
mm==p NUcleo del eritrocito

Figura N° 8. Imagen del sedimento de la sangre tratada con la dilucion 1:2 de la cepa RCC8 en

la primer hora.
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Figura N° 9. Imagen del sedimento de la sangre tratada con la dilucion 1:2 de la cepa RCC9 en

la primer hora.

o«

1w Eritrocitos completos
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DISCUSION
Método quimico

El recuento de los leucocitos es uno de los métodos de rutina. La condicion previa al
recuento es la dilucion de la muestra. El acido acético contenido en la solucion de Turk
hemolisa los eritrocitos y el colorante contenido tifie a los leucocitos. Se recuenta el tipo de
células deseado en un volumen definido y se calcula el nimero de células en un microlitro de
sangre.’

El reactivo de turk es utilizado en la biometria heméatica para mamiferos, en la técnica
manual del conteo de leucocitos. Este reactivo contiene &cido acético, esta sustancia se utilizo
a diferentes diluciones para tratar de encontrar un punto de lisis selectiva de eritrocitos de
sangre de ave, esta muestra de sangre representaba un reto por la presencia del ntcleo en los
eritrocitos, al término de las pruebas se encontré que hubo una lisis parcial de eritrocitos, ya
que en solo un porcentaje de estos causo efecto de lisis, es importante mencionar que en las
diluciones del 16%, 8%,4%, 1.6%, 0.8%, 0.4% y 0.01%, el acido acético provoco en los
eritrocitos una alteracion del ndcleo, ya que este no se observa , afectando solo en su forma al
citoplasma. Encontramos en este méetodo a los leucocitos presentes aunque redondeados en su
totalidad, lo que nos indicaria que la solucion comenzaba a afectarlos. Se observa de manera
importante la destruccion de los eritrocitos en todas las diluciones, mas no su lisis total, de
igual forma afecta en menor proporcion a los leucocitos, los cuales pierden su morfologia

normal.

El NaCl se ocupa en la prueba de fragilidad osmdtica eritrocitica, la cual se basa en
someter a los eritrocitos a una solucién de NaCl en diferentes concentraciones para medir su

grado de hemélisis. %°

En esta investigacion el NaCl se utilizo para tratar de lisar a los eritrocitos de ave, se
apreciaron eritrocitos que conservan su forma y algunos nucleos sueltos, otros mas perdieron
su forma. Se observaron variaciones en las cantidades de Hb obtenidos a distintas diluciones
del NaCl, pudiéndose observar cantidades desde 7.74g/dl hasta 37.31g/dlI.
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Nemi y Jain (1986) dicen que la concentracion de hemoglobina en sangre de ave tiene
un rango de 7.0 a 13.0g/dI.”®

Al realizar la lectura de hemoglobina a las distintas concentraciones de NaCl al 2%,
1% y 0.125%, a las cuales se les agrego 0.1 ml de sangre de ave, podemos mencionar que
estas diluciones no son las que se desean para alcanzar el grado de lisis total de los eritrocitos,
ya que la hemoglobina liberada se encuentra en rango. Para el caso de las concentraciones de
0.5% y 0.25% con una liberacion de hemoglobina del 37.31g/dl y 27.69 g/dl,
respectivamente, se observo una salida de hemoglobina mayor a la que se encontraria dentro
del rango, lo que nos hace creer que la lisis de los eritrocitos alcanzo su méximo efecto. Una
vez llevadas estas diluciones al frotis y tefiidas, se observo que ninguna de las diluciones es la
adecuada para llevar acabo la lisis total requerida, ya que en estas se observan eritrocitos
completos, asi como sus nacleos sueltos.

Parpart y col. (1947) recomiendan una preparacion de buffer de una solucion de NaCl
al 10%, la cual diluyen con agua destilada hasta alcanzar 50ml, de la cual queda una solucion
al 1% de NaCl.?°En esta investigacion se encontré que a la dilucién de NaCl al 1% habia
perdida del citoplasma de las eritrocitos en un 20% Yy en el resto el citoplasma comienza a
hincharse, los nucleos se observan redondeados. A pesar de que esta dilucion no fue la
adecuada para la lisis total de eritrocitos se concuerda con el investigador al recomendar esta
dilucion para la prueba de fragilidad osmotica eritrocitica ya que se obtuvo una cantidad de Hb

que se encuentra dentro del rango de los valores manejados en las aves.

Método microbiologico.

Se aislaron 9 cepas de bacterias que causaron una actividad importante de hemolisis en
agar sangre de ave, de los cuales se encontraron 4 tipos distintos de bacterias, de estas una es
capaz de hacer el efecto de lisis selectiva a eritrocitos, al ser mezclado el sobrenadante que
contiene la hemolisina de esta bacteria con la sangre de ave . Esta cepa corresponde a Bacillus
cereus.

Se encontraron 4 cepas de Bacillus cereus, las cuales al realizar la medicion de

proteinas se encontrd variacion entre ellas: la cepa RCC9 tuvo 23mg/dl, las cepas RCC1 y
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RCC8 coinciden con 46mg/ml y la que mas cantidad de proteina reporto fue la cepa RCC7 con
51mg/dl.

Podemos observar que la cepa RCC7 de B. cereus, obtuvo la mayor cantidad de
proteina y esta fue la que tuvo el efecto de lisis deseado, aunque en comparacién con las cepas
RCC2 y RCCS5, su contenido de proteina es menor y se esperaria que estas cepas hubieran
producido un mejor efecto de lisis selectiva de eritrocitos.

El contenido de proteinas esta relacionado con la capacidad de hemolisis, las
hemolisinas de B. cereus con relacion al de las otra cepas, tiene un contenido medio de éstas.
Se podria pensar que a mas proteina mayor efecto de lisis, aunque no es asi. Lo que nos habla
la especificidad de esta hemolisina de Bacillus cereus.

La produccion de hemolisinas por las bacterias se ha ligado a la virulencia. Aunque
para algunas especies esto pueda ser cierto, no lo es para otras puesto que microorganismos
totalmente apatdgenos también produce hemolisinas. Una sola especie bacteriana puede
producir mas de una hemolisina. °

Pudimos encontrar que al ser una bacteria patdgena oportunista y aislada del ambiente,
B. cereus produce la hemolisina o hemolisinas capaces de producir el efecto esperado, sin
dafiar a los leucocitos.

Las hemolisinas lisan los eritrocitos. Las reacciones hemoliticas y modos de accién de
las diversas hemolisinas varian netamente. La susceptibilidad de los eritrocitos esta
relacionada directamente con la cantidad de hemolisina. °

Se encontrd también que a pesar de tratarse de 4 cepas del mismo bacilo, cada una

produce distintas cantidades de proteina, por esta razdn encontramos que aunque se trate del
mismo Bacillus, no produce el mismo efecto de lisis en todas las diluciones y en todos los
tiempos.
Miles 2002. B. cereus produce dos distintas proteinas hemoliticas, la hemolisina 11 y la
citotoxina K.?" Se han propuesto tres enterotoxinas, la hemolisina BL (Hbl), la citotoxina K y
enterotoxina no hemolitica (Nhe). Hbl y Nhe son citotoxinas de tres componentes y la Nhe
tiene una mayor citotoxicidad.?® Por esta razon podemos decir que al tener cepas de la misma
especie de Bacillus cereus, no todas lograron el efecto de lisis requerido.

Es asi como, a pesar de tener un contenido proteico mayor en el caso de la hemolisina

de Micrococcus spp. Este no lisa a los eritrocitos y los deja intactos en un 90% del total del
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frotis en las distintas diluciones, pues la accidén de la hemolisina no depende de la cantidad de
proteina.

En la dilucién 1:2 de la hemolisina de B. cereus, se encontré el efecto deseado,
exclusivamente en los frotis realizados y leidos a los 60 minutos, en estas se observaron los
leucocitos bien definidos, aunque comenzaban a modificar en forma casi indetectable de su
citoplasma. Se tratd de acortar el tiempo haciendo una dilucién con una lectura a los 30
minutos, pero en estos frotis encontramos eritrocitos intactos.

De acuerdo con la investigacion acerca de la hemolisina E de Escherichia coli, Yadav
y col. 2008 Una unidad hemolitica fue definida como la cantidad de péptido, que causé a 50%
la lisis de los eritrocitos después de una incubacién a 37°C por 2 horas.™

En esta investigacion una unidad hemolitica es representada de igual manera como la
cantidad de hemolisina que causa lisis en un 50% del total de los eritrocitos expuestos al
sobrenadante de B. cereus. En esta investigacion se nombro como hemolisis parcial para
representar el 50% y hemolisis total para representar el 100%.

De las cuatro cepas de Bacillus cereus, tres causaron hemdlisis total, representada por
2UH, pero solo una de ellas permitio la observacion de los leucocitos sin presentar
alteraciones morfologicas detectables.

De acuerdo con Miles 2002, B. cereus es un patdgeno oportunista y se encuentra en el
medio ambiente.?’Esta cepa bacteriana fue aislada de heces de ave de corral. Lo cual hizo
posible su recoleccion y aislamiento para este estudio.

La hematologia es un componente esencial de la practica veterinaria. La interpretacion
de glébulos aviares proporciona muchos desafios. Los médicos deben poder reconocer
morfologia normal y la funcién de células para interpretar cambios en esas células. Los
métodos manuales de contar eritrocitos aviares se describen bien, sin embargo, no se ejecutan
a menudo en la préactica, dado a la falta de instrumentacion automatizada apropiada para el uso
en hematologfa aviar. *°
En comparacion con los métodos manuales utilizados, en los cuales se dificulta la
diferenciacion de los distintos tipos celulares, a la revision de estos frotis si se puede apreciar
cada una de estas células y se puede realizar un conteo mas preciso para dar un mejor

resultado.
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CONCLUSION

Al emplearse &cido acético y NaCl en diferentes diluciones a la sangre de ave, no se
presento la actividad de lisis selectiva deseada a los eritrocitos. Estos métodos no pudieron ser
utilizados como una técnica de eliminacion de eritrocitos.

Mas sin embargo, al obtenerse a partir del método biolégico, la hemolisina de cada
una de las 9 cepas aisladas en agar sangre de ave, se encontrd una técnica diferente de lisis de
eritrocitos que permite el conteo de leucocitos.

De las 9 cepas hemoliticas utilizadas se obtuvieron 4 diferentes especies. De las cuales
una de ellas causa el efecto de lisis deseado, esta sustancia capaz de lograrlo corresponde a la
hemolisina de la cepa de Bacillus cereus.

Esta investigacion logro obtener un método distinto para la cuantificacion de leucocitos
de aves, a partir de la hemolisina obtenida de Bacillus cereus. Aunque es necesario precisar el
tiempo adecuado en el cual hay lisis en su totalidad de los eritrocitos y que los leucocitos no
pierdan su forma original, y asi mismo, se requerird reducir el tiempo en el cual esta
hemolisina actue sobre los eritrocitos, para que este sea en el menor tiempo posible y asi tener
una técnica efectiva, rapida y veraz para el conteo total de leucocitos.

Se necesitara de posteriores pruebas para comprobar su eficacia ya como un metodo
especifico para realizar la biometria hematica en forma automatizada, ademas que
representaria un nuevo método para un conteo manual, ya que su aplicacion es de manera

practica y sencilla para el realizador.
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