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TITULO:

EVALUACION 1n viTro DE FAGOCITOSIS, EFECTO BACTERICIDA Y
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RESUMEN:

Se LlevS a cabo la evaluacidn, por espectrofotometrfa, de fago-
citosis y efecto bactericida & Pasteurella haemolytica y Pasteurella
muiltocida, por macrdSfagos alveolares (MA) cbtenidos mediante lavados
bromuicalveolares en bovinos vivos. Se evaluS ademfs la actividad cito
toxica de estos agentes sobre MA mediante wn cncayo ginmple viswml en mi
croplaca, utilizando ooparativamente leumncitos de sangre periférica
de bovino. Para evaluar la fagocitosis se consideraron las siguientes
variables: P. haamlytica y P. multocida (por separado) en contacto con
MA; P. haemolytica y P. multocida en suspensién, com control positivo
de crecimiento bacteriano; y medio RPMI-1640 s8lo, como control naegati-
wo de crecimiento bacteriano. Para la- capacidad bactericida, se incuba-—
ron las bacterias con MA adheridos al plastioco por espacio de 30 minu-
tos y 3 horas; las muestras incbadas durante 30 minutos se tomaron <o-
mo datos basales de fagocitosis y las de 3 horas, para evaluar la capa-
cidad bactericida de los MA sobre las bacterias fagocitadas. La lectura
de las muestras de cada evaluacifin ce realizf en un espectrofotimetro a
380 nm. ILos resultados cbtenidus de fagocitosis nmostraron gue la proli-
feracidén bacteriana fue mayor al encontrarse las bacterias solas, que
en contacto con MA; se cbservd que la capacidad bactericida del macrSfa
g fue eficiente, va que el nfmerc de bacterias fue mayor en la primera
evaluacién que en la segunda. Se comprobd gue el cfecto citotbxio de
P. haemolytica fue mis severo para los leucocitos de sangre perifrica
que para los MA. Asi mismo no hubo evidencia de citotoxicidad de P. mul.-
tocida para las cBlulas evaluadas. Oon el desarrollo de esta técenica pa
ra la cbtencién de MA, emleando el método espectrofotométrico, es posi-

ble desarrollar inmmerables posibilidades, ya que se puede considerar un
mbtodo sencillo en el cual se pueden evaluar otras variables, como lo es
el uso de bacterias opsonizadas o medir el comportamiento del MA frente
a agentes involucradss en problemas neuandnicos.




INTRODUCCION

Ia funcifn del aparato respiratorio es la de captar el aire del
medio anbiente para aprovechar el oxigerp ocontenido en éste y espulsar
el bibxido de carbono liberad a nivel de la unifn alveolo-capilar, si-—
tio en donde se efectla el intercanbio gaseoso (11).

Ias vias respiratorias se encuentran divididas arbitrariamente
por la wnidn bromyuicalveolar, en vias aéreas altas y bajas, debido a
las diferencias anatdmicas y fisiolOgicas que se encuentran antes y des
pués de &sta zona. Las vias afreas altas comprenden a los cornetes nasa
les, senos paranasales, faringe, laringe, tr&quea, bronguios y bronquio
los de primero, sequndo y tercer orden; en tanto que las vias afreas ba
jas estin formadas por los bromuiolos respiratorios y 1los alveolos
(12).

El epitelio del aparato respiratorio se encuentra en contacto
estrecho con el aire inhalado, el cual puede tener en suspensifn ele—
mentos fisicos, quimicos o biolSgicos, los cuales pueden llegar a lesio
nar al tejido. Sin enbargo, el aparato respiratorio cuenta con mecanis
mos de defensa los cuales actfian de manera especifica o inespecifica y
gas en la mayuria de las ocasiones resultan eficaces para evitar algin
dafio. Cuando estos mecanismos son rebasados se presenta la enfenmedad
respiratoria (11, 28).

Centro de los mecanistos de defensa de tipo inespecifico se en—
cuentra el reflejo tusigeno, que permite mantener las vias aéreas li-
bres de materias extrafias, Otro mecanismo importante son las secrecio-
nes a 10 largo de las vias aéreas, que hunidifican y filtran el aire
inspirade al englobar particulas y bacterias. Las secreciones son arras
tradas hasta la lasinge y faringe por el movimiento ciliar ascendente
del epitelio, una vez ahi se expulsan o degluten (11). FPor otra parte,
los macrSfagos son considerades el principal mecanismo especifico de de
fensa a nivel alveolar, cuya funcifn es la fagocitosis de bacterias,
glébulos rojos, particulas, tejido neaxrbtico, etc. (13).

Las enfermedades respiratorias son consideradas de inportancia
en bovinos, asf como en otras especies domSsticas, debido a las pérdi-
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das econfmicas que se producen por el elevado Iindice de mortalidad, re-
traso en el crecimiento, as{ com las implicaciones de estas scbre la
produccitn de leche y carmme en M8xico (18, 40).

Entre los microrganismos mids comlnmente implicados en alteracio
nes del aparato respiratorioc del ganado bovino se encuentran, Pasteure-
1la haemolytica y Pasteurella multocida (2, 4, 7, 18, 22, 23, 31, 32,
33).

Pastewella haenolytica es wa bacteria Gram negativa, encapsu-
lada, gue puede poseer determinantes de swperficie antifagociticos. Me—
diante prusbas de hemaglutinacidn indirecta, se ha demostrado la exis-
tencia de 12 serotipos en base a la presencia de antigenos capsulares
(17, 32).

Biberstein et al (1960) clasificaron estos serotipos en dos bio
tipos de acverdo a sus caracteristicas bioguimicas y morfoldgicas. E1
biotipo A, fermenta la arabinosa e incluye los serotipos 1, 2, 5, 6, 7,
8, 9, 1l y 12; en tanto el biotipo T, fermenta la trehalosa y oonprende
los serotipos 3, 4 y 10 (17). Recientemente han sido reconocidos otros
tres serculipos, ol Ry, Rja v Tin pero son considerados de poca impor-
tancia debido a su baja patogenicidad (35). En Méxioo y Estados Unidos
los serotipos ms inportantes y que m&s frecuentemente se han aislado
de pulmones newudniocos de bovinos son Ios serotipos 1y 2 (1, 32).

Se ha demostrado que P. haemolytica produce en fase logaritmica
d2 crecimients wna sustancia altament2 antigfnica, 1a cual es comGn pa-
ra todos los serotipos (18). Esta sustancia contiene un conponente pro-—
tBico esencial y ejerce un efecto citotdxico especifico para leucocitos,
ocxo los macrdfagos de boviros y ovinos (16, 18, 22, 31, 32, 33, 36).

La citotoxina de P. haemolytica es termoldbil, tiene un peso mo
lecular de 150,000-300,000 daltons, que equivale de 12-25% dJe su peso
sec, resiste condiciones extremas de pH y su efecto es inactivado con
tripsina debido al oconmponente protfico esencial (4, 18, 34, 40). Se han
encontrado anticuerpos neutralizantes de esta citotoxina, en gsuero de
animales jovenes y adultos, en secreciones nasales, en lavados pulmona-
res de bovinos y en suero de animales inmunizados experimentalmente (4,
16, 30).

Pasteurella haemolytica es considerada parte de la flora normal
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de la nasofaringe (3, 4, 7, 23, 32). Se desconoce el mecanismo por me—
dio del cual esta bacteria se multiplica en nasofaringe y ooloniza las
vias respiratorias inferiores en donde puede causar dafo. Los factores
predisponentes son importantes para el desarrollo de la enfermedad, en-
tre estos factores se encuentran el transgporte prolongad, hacinamiento,
manejo excesivo, variaciones atmosféricas v la presencia de agentes pri-
marios como el virus de la Rinotragueftis Infecciosa Bovina y Parain-
fluenza Tipo—-3 (7, 22, 23)., hRocimiome, la citotoxdina de P. haemolytica
puede jugar un pavel importante ya que ejerce su efecto sobre el macxG-
fago alveolar (MA) que es considerada la oflula fagocftica primaria del
pulmdn a nivel alveolar (7, 22, 23, 31, 33).

Pasteurella multocida es wn couvobacilo Gram negativo, inmévil,
oxidasa negativo. En agar sangre forma colonias pegquenas no hemolfticas
de color gris, se le ha detectado la presencia de antigenos capsulares;
generalmente es aislado en forma de variantes lisas o mucoides y varian-—
tes rugosas (13).

Se han establecido dos tipos de clasificaciones para esta bacte-
ria. Una de tipo inmmnolSgico determinada por pruebas de aglutinacién,
en donde se designan cinco tipos el I, ¥I, XIY, IV y V, Perv esta clasi-
ficacifn ya no se usa debid a que histSricamente se le considera cbsole
ta; y la clasificacidn serclSgica donde se establecen cuatro tipos equi-
valentes a 1los de la primera clasificaciSn. Estosg tipos son el A, B, Dy
E (8). Ios tipos en ambas clasificaciones se asocian con preblemas neumS
nicos en los bovinos, donde el tipo A es el mias frecuentemente aislado
en MBxico, pudiendo llegar a estar presente tambi&n el tipo D (20).

Como agente productor de la neunonfa de los terneros, afecta méds
severamente a agquellos animales de 2-4 meses de edad, provocando una
reaccifn de tipo fibrinopurulento que nuede estar acompafiada de una voli
artritis del mismo, sipo (8).

Una vez que P. haemolytica y P. multocida se establecen a nivel
alveolar, inmediatamente se pone en marcha el principal mecanismo de de-
fensa celular a este nivel, los MA, los cuales se acumilan alrededor de
estos microrganismos invasores, inicifindose asf el proceso de fagocito-
sis. Este proceso se inicia con el guimiotactismo, que es el movimiento
direccional de las c€lulas mediado por la presencia de factores libera-
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dos por neutrSfilos, productos bacterianos, etc.. La sequnda etapa es
la adherencia y comprende la unién entre la particula extrafia y la mem-
brana de la cBlula fagocitica, 1o cual es facilitado por la presencia
de opsoninas séricas ocomo IgG y conplemento, asi cono receptores espect
ficos en la swperficie del macrbfago. Una vez gue la particula se une a
la membrana, ge inicia la fase de ingestifn en donde la particula es en
globada por wna invaginacién de la menbrana plasmitica que finalmente
forma el fagosoma. Por filtino se liberan las enzimas protecliticas de
log lisosomas, fase conocida como digestidn (13, 37).

Se ha cbservado in vitro, que la fagocitosis de bacterias es
mas efectiva cuand la relaciSn bacteria/macrSfago es 10:1 y cuando el
tiempo de incbacifn es mayor (38). Ademds, esta se facilita por la pre
sencia de receptores para la fraccifn cristalizable de IgG y para el
conmplemento scbre la membrana del macrdfago (39). Se han decarrollade
diversas tEcnicas para evaluar la fagocitosis y efecto bactericida de
los MA sobre diversos agentes, pero principalmente sobre P. haewolytica
y P. multocida; en ellas se ha utilizado diverso tipe de material, asi
oo el enpleo de otra especie distinta a 1la del bovino. Dentro de las
tBcnicas utilizadas se pueden mencicnar, la evaluacién por turbidez o
transparencia Gl medio con ensayos G2 microtitulacifn; mediante el con
teo d2 unidades formadoras & oolonias; la utilizacién de elementes mar
cadores como el 5lor , 1251 entre otras. Se han utilizad otro tipo
de oBlulas comp macrdfagog peritoneales en ratfn, macrdfagos obtenidos
de ratones timectornizados, ete. (S, 7, 9, 23, 38, 239).

En la mayoria de los trabajos realizados ha sido necesarioc el
sacrificio de los animales (36, 41) o el empleo de un agente anest&sico
para la ¢btenciSn de los MA (10, 14, 25, 42).

En Mé&xico son escasas las investigaciones realizadag para eva-
luar la actividad@ & los MA sobre P. haemolytica y B. nultocida en ani-
males vivos, por lo gque se considera inportante realizar este estudio.
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OBJETIVO:

Evaluar por espectrofotometrfia la fagocitosis, efecto bacteri-
cida y citotoxicidad in vitro de Pastewrella haemolytica y Pasteurella
miltocida en macrSfagos alveolares obtenidos mediante lavado bronguio-
alveclar de bovinos vivos.
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MATERIAL Y METODOS:

ANIMALES: Se utilizaron 4 bovinos Holstein clinicamente sancs de 1 a
2 afios & edad, mantenidos en corrales techados con pisos Ge concreto,
con wa dieta de mantenimiento y agua ad libitum.

OBTENCION DE MACROFAGOS ALVEOLARES: — Esta técnica es una modificacin
a la descrita por Trigo (1984). Para facilitar el lavado se administrd
hidrocloruro de xilazina* como tranquilizante a una dosis de 0.6-0.8
mg/Kg de peso por via intramuscular y xilocaina en aerosol al 10% **
por via intranasal como anestdsioco local. Para realizar el lavado bron-
quicalveclar se introdujec a la triguea por via nasal una sonda de proli
propileno de 0.6 an de didmetro por un metro de largo con punta rooma,
en el extrems libre o externo de la sonda se conectd una jeringa dese-
chable de 20 ml vy se introdujeron lentamente alfcwtas de una solucién
salina amortiguada suplementada oon 1% de glucosa (29), hasta conpletar
m volhon SproKinado Ge 140-200 mi. Entre cada introduccién de las ali-~
cwotas, se recuperaba la solucidn de lavado mediante succifn ligera del
&rbolo; la suspensifn conteniendo las cflulas pulmonares se depositd en
tubos d&& centrifuga de polivinil & 50 ml, los cuales se colocaron en ba
fio de agua frfa, aproximadamente a 4 C.

VIABILIDAD Y CONTED DE CELULAS:  El nGrero total de cflulas por mili-
litro se determind por conteo directo en cimaras cuentagl@bulos de Neu—
bauer (6). Para determinar la viabilidad de las c8lulas se utilizd la
tBenica de exclusidn de azul tripano en solucién al 0.2  (24).

* (Rompun, Lab. Bayer de M8&xdco, S.A. de C.V.)

*x (ILab. Astra Chemicals, S.A.)
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CULTIVO DE CHULAS:  Ios twbos de polivinil conteniendo las oSlulas
pulmonares se colocaron en wa centrifuga con unidad refrigerante vy
fueron lavadas por centrifixjacidn, 3 veces a 200 G durante 10 minutos
con medio 199% adicionado con 100 UI de pendcilina/mi v 100 .«g de es-
treptomicinaAnl, ajustands finalmente la concentracién a 3 X 10° o5
lulas por mililitro on medio REMI-1640%** adicionads oon antibiSticos y
10% de svero fetal de ternera {(SFT).

. Se utilizaron microplacas para cultivo de cBlulas de 24 pozos,
donde se oolocaron en forma estfril 2 ml de la suspenzifn celular y se
incubaron toda la noche a 37 C, en wna atmdsfera con 2% de 002 para fa-
cilitar la adherencia de las oflulas a la superficie de plastico de las
placas. Al finalizar este perfodo, se eliminaron las cBlulas no adheren
tes mediante el lavado de los pozos, 3 veces con solucidn salina amortd
guada (S5A) estfiril y se procedid a realizar la evaluacifn & fagocito—
sis y efecto bactericida por MA.

—

SUSPENSIONES BACTERIANAS . Se utilizaron cepas aisladas en México de

P. haemolytica, biotipo A, serotipo 1 (1) y P. multocida bistipe R,
las cuales se sembraron en agar sangre y se incubaron en wna estufa bac
teriolfSgica a 37 C manteniéndose en refrigeraci®n hasta su uso.

Las bacterias se cultivaron 12 horas antes & su uso en cald
de infusidn cerebro-corazfn (BHI) *** a 37 C en 1ma atmSsfera con 2% de
D2. Transcuarrido el perfcdo de inabacidn se realizf un conteo de las
bacterias, oon diluciSn previa en pipeta de Thoma para glébulos rojos,
en cimara cuentagl@ulos utilizand para la lectura microscopio en con—
traste de fases. Posteriormente se centrifugaron a 200 G durante 10 mi-
nutos para recuspender finalmente en medio REMI-1640 sin antibidticos

* (In vitro México, S.A. de C.V.)

{(Lab. NUNC, Dinamarca)
(Bioxon de MEBxico, S.A.)

e

ek
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y con 10% & SET a una ooncentracidn aproximada de 1.5 X 105 bacterias
por mililityro.

EVALUACION DE FAGOCITGSIS: Una vez realizad el lavado de los pozos,
se agregd a 3 pozos con MA 2 ml de la suspensifn de P. haemolytica, pa-
ra cdbtener agproximadamente una concentracién de 5 bacterias por macréfa
go; a 3 pozos sin MA se les agregé wna suspensidn de P. haewolytica y
finalmente a otros 3 RPMI-1640 s6lc. Este procedimicnto se 1lev§ a cabo
de igual forma para P. multocida, quedando de esta manera las siguien—
tes variables: P. haemolytica y P. multocida por separads, en suspen—
sién con macré6fagos: P. haemolytica v P. miltocida solas como control
positivo de crecimiento bacteriano; y medio RPMI-1640 s6lo, oo con-

trol negativo de crecimiento bacterjano. Las muestras se incubaron a
37 C con 2% & (D2 por periodos de 1, 3, 5y 7 horas, al término de ca-
da perfodo se tomaron por diplicado en forma estBril alicuotas de 0.1
ul de cada pozo y fuercn dilufdas 1:10 en caldo nutritivo y se incwba-
ron 5 horags a 37 C. Al concluir cada periodo de 5 horas, las muegtras
fueron leidas en un espectrofotfmetre a 380 nm, tamando como fundamento
gue a mayor concentracién de bacterias mayor seria la lectura en absor-—
bancia en el espectrofotfmetro.

EVALUACICN DE EFECTO BACTERICIDA:  Una vez realizado el lavads de los
pozos, se agregd la suspensitn de P. haempolytica a 6 pozos con MA adhe—
ridos. Se incuaron durante 30 minutos a 37 C en wa atmdsfera con 2%
de (D2 para facilitar la fagocitosis de bacterias; despuBs de este perio
do, se lavaron los pozos con SSA estfril y se provocS5 lisis celular en
3 pozos agregando agua destilada estdril para la liberaci&n de las bac—
terias fagocitadas. El resto de los pozos se resuspendi6 con medio REMI
1640 adicionad® con antibifticos y SFT; se incubaron durante 3 horas
més en las mismas condiciones de atisfera y temperatura. Al conclufr
este perfodo, se realizd el lavado de los pozos con SSA egtéril y los
MA fueron lisados con agua destilada estfril; inmediatamente despufa de
cada lisis (a los 30 minutos y 3 horas) se.tomaron, por dwplicado, alf
cuwtas del sobrenadante de cada pozo y se realizaron diluciones logarft



~10-—

micas de cada muestra en caldd nutritivo y se incubaron por un periodo
de 24 horas, al término del cual se leyeron las mestras en un espectro
fotBmetro a 380 nm. )

Iag muestras evaluadas a los 30 minutos fueron tamadas coo pa-
rimetro conparativo e fogocitosis bacteriana y las de 3 horas, como ca
pacidad bactericida de los MA. Este mismo procedimiento se llev® a cabo
para P. multocida.

CBTENCION DE CITOTOXINA DE P. mapmoLyTica Y P. puiTocipa: — Se cultiva
ron en agar sangre P. haemolytica v P. multocida (por separado) 18 ho-
ras a 37 C, al término del periodo de inabacifn se agregd a cada caja
de petri un tubo de 10 ml de BHI estfril y se agitaron suavemente; se

o una alicuwta de L ml e cada caja y se diluyeron en 15 ml &e BHI.

Ios twbos se incubaron durante 4.5 horas a 37 C en rmovimiento constante
(fase logaritmica de crecimientn); posteriormente se centrifugaron a

3000 G 20 minutos, se desechd el sobrenadante y el paguete de bacterias
de cada twbo se resuspendid en 15 ml de medio REMI-1640 con 7% de SFT
sin antibiftizoz . Nuevamente se incibaron a 37 € por un perfiodo de wna
hora en movimiento constante {(alta produccidn de citotoxinal los tideo
fueron centrifugadss a 3000 G durante 20 minutos y log sobrenadantes de
cada tibo se estevilizaron por filtracién en membranas de 0.22 p (16).

SUSPENSION DE MACROFAGOS ALVEOLARES: Se realizaron lavados bronquio-
alveolares hasta cbtener un volfiren minimo de 150 ml de la solucién de
lavadd, esta solucifn se recolectd en tubos de plistioco de 200 ml, se
centrifugaron a 500 G por 10 minutos en una centrifuga refrigerada. Se
realizb el oconteo directo de clulas en clmaras cuentaglébulos de Neu-
baver para posteriormente ajustar la oconcentracifn de cdlulas a

1 X 106/l en medio RPMI-1640 con SFT sin antibi6ticos.

SUSPENSION DE LEUCOCTTOS DE SANGRE PERIFERICA DE BOVIND:  se recolec-
t5 un voltren aproximado de 40 ml de sangre heparinizada de bovinos clif
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nicamente sanos por puncidn en la vena yugular oon equipo vacutainer® |
Ios eritrocitos fueron destruidos por lisis hipotfnica ocon agua destila
da durante 15 segundos, la lisis fue detenida agregando un volimen simi
lar, al Ge agfua destilada, de SSA oconoentrada 2x; la suspension fue cen
trifugada a 500 G durante 10 minutos, el sobrenadante se decantS y se
repitid nuevamente la lisis hipotSnica para obtener 1la poblacibn leuwco-
citaria, se lavé una vez mas por centrifugacién con SSA. Se realizf el
conteo directo de cBlulas y el paquete se resuspendif a una concentra
cign Ge 1 X 108 cBlulag/ml * en medio RPMI-1640 sin antibifticos con
10% & SFT (16).

EVALUACION DE CITOTOXICIDAD DE P. pagpoLyTica Y P, MUTOCIDA:  Se rea-
lizaron diluciones dcbles del sobrenadante cbtenido de P. haemolytica
en medio RPMI-1640 sin antibiBticos con SFT en placas de microtitulacién
de 96 pozos con fondo plano, en seguida se agregaron S0 ul de SFT di-
luido 1:10, como suero control negativo a anticuerpos anticitotoxina, y
se incubaron las placas durante 10 minutos a temperatura anbiente. Pos-
teriormente, por separad, se adicionaron 100 Ml de las suspensiones
de MA v leuoncitos de sangre periférica a 10s pozos y se incubaron una
hora a 37 C en wma atmdsfera con 2% de 002. TFinalizado el periods do
incwacibn, las placas se centrifugaron a 200 G por 10 minubos, el so
brenadante se decantd por inversiSn répida de la placa y se agregaron
100 ml de formalina buferada al 10% a cada pozo y se incd durante 30
minutos a tenperatura arbiente. Posteriommente se adiciond a cada pozo
150 a1l e cristal violeta al 1% durante 5 minutos, finalmente se lava-
ron las placas con agua de la llave; este mismo procedimiento se llevd
a cabo para la evaluacifn de citotoxicidad de P. multocida. Un fondo
azul en los pozos indicaba la presencia de o8lulas tefiidas y por lo tan
to la auwsencia de citotoxicidad, por el contrario un fondo claro era
indicio de citotoxicidad debid a la ausencia de oflulas (16).

* (Lab. Becton-Pickinson M8xim, S.A. de C.V.)
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ANAL ISIS ESTADISTICO: Se realizaron 3 repeticiones para las evalua-
ciones de fagocitosis, efecto bactericida y citotoxicidad de P. haewo-
lytica y P. multocida. .
Para fagocitosis, se tomaron en cuenta como tratamientos las
variables de suspensidn bacteriana sola, como ocontrol positivo; sus—
pensibn bacteriana en oontacto con macrbfagos; y RPMI-1640 s6lo oo

control negativo. Para efecto bactericida, el par&eiyo de fogocitosis
da 30 minutos y el de 3 horas, de capacidad bactericida. Ea tanto para
ctotoxdicidad los pardmetros de comparacién eran las bacterias entre si
v las diferentes cflulas blanco.

La comparacién de medias para fagocitosis se realizb por anfli-
sis de varianza. Para efecto bactericida y citotoxicidad, en las dife-
rentes cZlulas blanco, se utilizb la prusba de T de Student. Un valor
d p L 0.05 se considerS como significativo.



-]13-

DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA RECOLECCION DE MACROFAGUS ALVEOLARES
DE BOVINO®

VOLUMEN INTRODUCIDO DE LA
SOLUCION DE LAVADO (ml)

VOLIMEN RECUPERADD  (ml)

POBIACION CELizAR 47 \ VIABILIDAD ANTES
- DE IOS LAVADOS (%)

LAVALO DE IAS CELULAS
POR CENTRIFUGACION

!

VIABILIDAD DESPUES
DE 10S LAVADOS (%)

AJUSTAR 1A CONCENTRACION
DE CELULAS POR mL (3 X 102)

|

ADHERENCIA DE MACROFAGOS ALVEOLARES A SUPERFICIE
DE PLACAS (12 horas, 37 C, 2% (02)

/ N

MACROFAGOS ALVECOLARES MACROFAGOS ALVEOLARES
NO ADHERENTES ADHERTIIOS
DESECHADOS

* Modificado de Moraleg (1985)



DIAGRAMA DE FLIUO PARA FAGOCITOSIS Y EFECTO BACTERICIIA®

MACROFAGOS ALVEDLARES ADHERIDOS
FAGOCITOSIS “~

MACROFAGOS ALVEOLARES / \ \ MACROFAGOS ALVEOLARES EN CONTACTO
EN OONTACTO (ON IA BAC  SUSPENSION  RPMI-1640 CON LA BACTERIA, P. haemolytica o
TERTIA (P. haemolytica © BACTERIANA S0LO P. multocida ( 6 pozos )

P. multocida \ ; / ;

INCUBACION DE LAS MUESTRAS POR INCUBACION POR PERIODO DE 30 MINU
PERIODOS DE 1, 3, 5 y 7 HORAS TOS, PARA IA FAGOCTITOSIS BACTERIA
( 37¢C, 28 002 )

EFECTO BACTERICIDA

(37 C, 2% Q02) NA

TQ4A DE ALICUOTAS Y DILUIDAS

EN CALDO NUTRITIVO

/

RESUSPENDER EL RESTO
DE I0S POZOS CON RPMI
(ANTIBIOTICOS + SFT)

_VI.-

IAVADO CON SSA, LISIS
CELULAR QON AGUA DES—
INCUBACION POR PERIODO DE 5 TILADA, PARA IA LIBE-
~e,, INCUBACION POR PERIODO
HORAS (37 C, 2% 002) RACION DE BACTERIAS DE 3 IORAS (37 C, 2%

‘ x @2)

LECTURA DE 1AS MUESTRAS TOMA DE ALT DEL SOBRENADANTE

(ESPECTROFOTCMETRO 380 nm) \

* Modificad de Trigo (1984)

DILUCIONES IOGARTTMICAS EN CALDO NUTRITIVO

INCUBACTON DE LAS MUESTRAS POR PERIODO DE 24 HORAS



~15-
" DIAGRAMA DE FLUJO PARA CITOTOXICIDAD*

DILUCIONES CORBLES UE 105 SOBRENADANTES OE P. haerolytica o
P. multocida, (ON KEMI-1640 (SIN ANTIBIOTICODS OON SFL) EN
PLACAS If MICPOTTTULACTON

'

AGREGAR SFT DILUIDG 1:10 (SUERD CONTROL NEGATIVO)

}

INCUBACION DE IAS PIACAS A TEMPERATURA AMBIENTE
(10 minutos)

ADICIOMAR LA SUSPENSION CELULAR (106/1!\1)

¢

INQUBACTON POR PERIODO DE 1 HORA (37 C, 2% 02)

CENTRIFUGACTON [DE PLACAS (200 G, 10 minutos)
DECANTACTON DEL SOBRENADANTE

FORMALINA BUFERADA AL 10%

}

INCUBACION DE IA PLACA A TEMPERATURA AMBIENTE
(30 minutog)

CRISTAL VIOLETA AL 1% (5 minutos)
LAVAIO Y SECADO DE LA PLACA

LECTURA

'd

FONDO AZUL {-) FONDO CLARC (+)

* Modificado de Gentry (1985)
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RESULTADOS::

Duwrante el tiempo en que los animales fueron utilizados para la
realizacién de los lavados bromguicalveolares no huo evidencia clinica
de alteraciones de tipo respiratorio.

Se realizaron un total de 17 lavados bronguicalveolares para
llevar a cabo la evaluacidn de fagocitosis, aefecto bactericida y cito-
toxicidad. Se recolectd un promedio del 81.57 + 7.32% de la solucibn
de lavado introducida, con 20.95 * 11.13 X 104 cBlulas por mililitro
oon wna viabilidad del 80.29 * 9.18%, la cuzl disminu$ despuss de los
lavados celulares a 76.29 % 9.18% (Cuadro 1).

Al graficar los resultados de fagocitosis, se observé un compor
tamiento similar en todas las evaluaciones realizadas tanto para
P. hastmolytica ocomo para P. multocida, donde la curva de crecimiento
bacteriano fue mayor al encontrarse las bacterias solas gque en contacto
oonMA {(Cuadros 2y 3; Figuras 1y Z}. AL realizar el analisis Ssta—
distioo se encontraron diferencias significativas entre las 3 variables
evaluadas (p & 0.05). Cabe hacer mencién gque el crecimiento bacteria—
no, evaluad por espectrofotometria, mostrd fases similares a la del
crecimiento logaritmico y estacionario (ver controles positivos de cre
cimiento bacteriano).

Se oconsidera que el efecto bactericida fue eficiente para
P. haemolytica y P. multocida, ya que los datos registrados a las 3 ho
rag de incwbacién & bacterias con MA fuercon menores gue los de 30 mi-
nutos, Ge lo que se puede interpretar, que el nfmero de bacterias via-
bles fu= menor despuls del periodo & inaubaci®n con macrSfagos, en
comparacidn ocon el ntmero de bacterias fagocitadas a los 30 minutos;
encontréndose diferencias estadisticamente significativas para estas
variables (p £ 0.05) (Cuadros 4 y 5; Figuras 3y 4).

En los resultados de citotoxdcidad (Cuadro 6), se cbhserva en
primera instancia que P. multocida no tuvo efecto citotbxdco para nin-
guna de las "cflulas blanco” evaluadas. En tanto que P. haemolytica
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si produjo un efecto citotSxico sobre MA y leucocitos de sangre perifé&-
rica, siendo m3s evidente la citotoxicidad para los leucocitos (tftulo
1:16) que para los macr8fagos (tftulo 1:4).



CUADRD 1
{AVADOS BRONQUIOALVEDLARES EN BOVINOS PARA LA CBTENCION DE MACROFAGOS ALVEOLARES

No. DE VOLIMEN VOLUMEN VIABILIDAD ANTES DE VIABILIDAD DESPUES DE No. DE CELULAS
IAVADO INTRODUCIDO RECUPERADD IOS LAVADOS CELULARES LOS LAVADOS CELULARES POR ml
(m1) (%) (%) (%) X 104

120

-8'[_

BRREGEREBcavanawm e

><|

2
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CUADRO 2
VALORES PROMEDIO DE DENSIDAD OPTICA (cONCENTRACION BACTERIANA) EN
- LA EVALUACION DE FAGOCITOSIS TE P. HapMoLyTICA

HORAS REMI-1640 ©P. haemolytica + MA P. haemolytica SOLA
1 0.003 0.035 0.055
3 0.003 0.053 0.133
5 0.003 0.061 0.160
7 0.007 0.070 0.187
FIGURA 1
EVALUACION ESPECTROFOTOMETRICA DE FAGRCITOSIS DE P. HAEMOLYTICA
D.O. .200
X »
(C.B.) + "
- »
.150 4 P
TPCTURR DY, »*
»
ESPECIROFOTOMETRO 100 | <
-
(380 nm) ~ .
o —. b — "
.050 - N
LI
4
- . - :
- 4 s s 4 s en s gee st "
e 1 3 5 7

+veveser RPMI-1640 (CONTROL (-) DE CRECIMIENTO BACTERTANO)
_____ .  MA + P. haemolytica
+++++ P.haeolytica (CONTROL (+) DE CRECIMIENTO BACTERIANO)

D.O. DENSIDAN OPTICA
C.B. CONCENTRACTION BACTERTANA
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CUADRO 3

VALORES PROMEDIO DE DENSIDAD CPTICA (CcONCENTRACIGN BACTERIANA) EN
LA EVALUACION DE FAGOCITOSIS DE P. mMwroCIDA

HORAS REMI-1640 P. multocida + MA P. multocida SOLA
1 0.006 0.026 0.050
3 0.007 0.028 0.059
[ 0.006 0.039 0.072
7 0.006 0.059 0.101
FIGURA 2
EVALUACION ESPECTROFOTQMETRICA DE FAGCCITOSIS IE P, muLTociDa
D.O. -100 L
>
(C.B.) *
»
LRCTUDR RET .075 . )
P
ESPECTROFOTOMETRO o~
» + N e
(380 rm) .050 | . -
d -
~ , - -
.025 | e
‘ -
L N .
o 1 3 5
HORAS
RPMT-1640 (CONTROL (—) DE CRECTMIENTO BACTERIANO)
- — MA + P. multocida
- P. multocida (CONTROL (+) DE CRECIMIENTO BACTERIAND)

D.O. DENSIDAD OPTICA
C.B. CONCENTRACTON BACTERTANA
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CUADRD 4

VALORES PROMEDIO DE DENSIDAD OPTICA (CONCENTRACION BACTERIANA) EN
LA EVALUACION DE EFECTD BACTERICIDA DE P. paBMOLYTICA

30 MINUTOS 3 HORAS

D.O. 0.344 0.258

FIGURA 3

EVALUACION ESPECTROFOTGMETRICA DE EFECTO BACTERICITA DE P. HAEMOLYTICA

.400 |
D.O. 00
B (o - 3 * .
RS
.300 | * .
LECTURA DEL Yo
ESPECTROFOTOMETTO .200
(380 nm)
.100
0
30° 3 HORAS

D.O. DENSTRAD OPTICA

C.B. CQONCENTRACION BACTERTANA
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CUADRD 5

" VALORES PROMEDIO DE DENSIDAD OPTICA (CONCENTRACIGN BACTERIANA) EN
LA EVALUACION DE EFECTO BACTERICIMA DE P. MuTOCIDA

30 MINUTOS 3 HORAS
D.0. 0.515 0.338
FIGURA 4

EVALUACION ESPECTROFOTOMETRICA DE EFECTO BACTERICIDA DE P. muTOCIDA

-600 4
D.O.

. 4 e
{C.B.) 500 -

-
-
.400 } .
TECTUFA DEL A
B *
ESPECTROFOTOMETRO - 300

(380 rsm) .200

.100

0 30* 3 HORAS

D.O. DENSTDAD OQPTICA.

' C.B. CONCENTRACTION BACTERTANA
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CUANRD 6

EVALUACION DE CITOTOXICIDAD DE P. nagmoLyrica Y P. MuTOCIDA
SUBRE MACROFAGOS ALVEDLARES Y LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

TE BOVIND,
EVALUACTON 1 2 3 4
a - - 1:16 1:4
B - - 1:16 1:4
c - - 1:16 1:4

l.- SOBRENADANTE DE P. multocida ODN MA

2.~ SOBRENADANTE [E P. multocida CON LSP**
3.- SOBRENADANIE DE P. haemolytica CON ISP
4.~ SOBRENADANTE DE P. haemolytica CON MA

* MA MACROFAGOS ALVEOLARES

*k ISP: LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA



FIGURA 5
LAVADO BROMAUIOALVEOLAR PARA LA RECOLECCION DE MACROFAGOS ALVEOLARES

24~

LIS NN/ 2L T ITN /7S 72 < /7

A, EPIGLOTIS; B, JERINGA; (, SONDA ENDOTRAQUEAL; D, LENGUA; E, TRAQUEA;

F, ESOFAGO; G, PALADAR.
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DISCUSION:

El volGren recuperad de la solucibn d&e lavado fue menor al cb-
tenido por otros autores en diversas especies. FPor ejenplo en el cerdo
fue del 98%, ratas 94.5% y en el hamster y cuye del 88%. Esto fue debi
Qo principalnente a qe estos investigadoreg realizaron log lavados
bromquicalveolares en pulmones de animales maerteos (21). BEn antmales
vivos, se han abtenido porcentajes de volmen recuperado similares a

los abservados en el presente trabajo. En bovinos se han cbtenido por-

centajes pramedio Gel 70% (21, 38) y 70% (40) y en ovinos del 60%
(25). Se sabe que el vollmen residuwal o recuperade causa alteraciones
poco significativas en el tejido pulnonar, las cuales desaparecen en un
1apso de 48 horas aproximadamente (18, 27).

B nGrero total & cBlulas recuperadas por mililitro tanbién
fue menor al descrito para animales muertos (15, 26)

y similar al cbo-
tenido para animales vivos (38).

8in embargo, se considera que el niG-
mero Ge GElulse vy la viabilidad fueron suficientes para realizar la eva
luacifn de las cSlulas. _

El wso del trangquilizante y el anest&sico local fue con el fin
de facilitar al miSxino la realizacifn de los lavados bronguicalveolares,
asi como para reducir en 1o posible el estres y el mancejo excesivo de
log animales.

Ios datos registrados al evaluar la actividad fagocitica y bac-
tericida del MA ejexcida durante la fase de crecimiento estacionario de
P. haerolytica y P. multocida fueron semejantes a los descritos por o
tros autores {7, 22, 23, 40). Esto se pixdo conprobar ya gue en cada
umo de los periodos de incubacitn se observd que el crecimiento de
P. haemolytica y P. multocda fue menor cuando estaban en contacto oon
los macrSfagos que cuandd se encontraban solas en el medio de cultivo.
Ko ocbstante el haber variaciones en la tfcnica utilizada por estos au-
tores, por ejenplo Markham et al utilizb P. haemolytica marcada con
1257, sus resultados demestran que los niveles Optinos de fagocitosis
y efecto bactexicida registrados se cbtienen en cultivos bacterianos de
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12-18 horas. Esto es &bido a que en estos cultivos no se encuentra
presente © esti en minimas cantidades el material citotSydoo, producto
@2l metaboliswo de P. haenolytica, el cual es el responsable de ocasio—
nar un deterioro de la capacidad fagocitica del macréfago ademis de pro
ducirle alteraciones en sus caracteristicas norfoldgicas.

Se puede considerar que la fagocitosis fue eficiente al utili-
zar la relacifn aproximada bacteria-macréfaco de 3:1; esto esti de a-
cuerdd a lo descrito por otros autores (22, 38), quienes obtuvieron
resultados &ptimos en relaciones 10:1 o menores. Otros factores que
pueden oontribuir a la eficiencia de la fagocitonsis son la adicibn e
suvero fetal; la opsonizacién de bacterias y la fase de crecimiento en
que se encuentre la bacteria a evaluar (22, 23, 40).

Se considera gue el efechko bactericida fue eficiente, ya gue es
tudios de microscopia electrénica han revelado gque después de un perio-
& de 30 minutos es posible encontrar, dentro de los fagosomas del macrd
fago, bacterias en diferentes estads & degradacidn, siends la ¢onden—
sacién del material citoplismion, la presencia de abundantes restos ce-—
Iulares y fragmentos de pared celular las alteraciones n&s comiinmente
encontradas, llevandose a cabw la conpleta degradacidn bacteriana a los
60 minutos de exposicidn. No abstante, ha sido posible encontrar algu-
nas bacterias sin presentar ningfn tipo de alteracién degpuSs de este
perfodo (22).

A pesar de ser una t8cnima visual sinple, fue posible demostrar
la mayor citotoxicidad para 1os lewcocitos de sangre periférica gque pa-
ra los MA, 1o que se puede traducir en gque si bien la citotoxdna de
P. haemolytica tiene un efecto inportante sobre macrGfagos, estos a su
vez tienen cierto grado de resistencia para la citotoxina; por lo tanto,
el desarrollo de la enfermedad respiratoria puede depender de la proli-
feracifn bacteriana en el aparato respiratorio © bien de la cantidad de
citotoxina producida.

ILa ausencia de citotoxicidad de P. multocida para leucocitos eg
ta da acverd a lo reportado para esta bacteria, ya que en la actuali-
éad sblo se oconoce que P. multocida produce wna toxina de tipo necro-

toxico (2, 8). Io anterior puede relacionarse a la capacidad que tie
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ne P. haemolytica, a diferencia de P. multocida, para actuar como a-
gente primario asociad a problemas neuwdnicos donde la citotoxina al
parecer desenpena un papel inportante.

En el presente trabajo fue posible evaluar las principales fun-
ciones del MA en bovinos mediante el desarrcllo de una t8cnica que no
precisa de material o equipo especializads y tiene la ventaja que es po
sible llevarlo a cabo en el animal vivo sin ocasionarle efectos oolate-
rales al efectuarle el lavado brorquicalveolar para la cbtencifn de las
cBlulas pulmonares y su caracterizacién in vitro.

La tBenica utilizada para el presente trabajo es relativamente
sencilla y rfpida no obstante el haber sid aplicada en animales tran-
guilizados, siend® minimo el manejo a que fueron sometidos. Se pueden
llevar a cabo varios lavados en un mismo animal sin que el volGren re-
sidual presente en el pulmdn afecte su funcionalidad. El enpleo de una
sonda endotraqueal con punta roma fue con el objeto & lesionar al mini
m el tejido pulmonar, pudiende comprobarse posteriormente al no presen
tar los animales signologia c¢linica de neudnia.

(on el desarrollo & esta técnica para la obtenciSn de MA, es
posible llevar a cabo diversos estudios morfofisiolfgicos de las pobla-
ciones celulares del pulndn en las diferentes etapas de la vida del and
mal, asi mismo es posible utilizar otras variables come lo son, el uso
de bacterias opsonizadas, evaluar la interaccién virus-bacteria-macxG-
fago o medir su conportamiento frente a agentes involucrados en proble
mas neutnicos de los animales.
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