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RESLM::N: 

Se llevó a cabo la evaJ.uaci6n, por espectrofotonetría, de fago­

citosis y efecto bactericida éle Pasteurella haerrolytica y Pasteurella 

mu1tocida, por ne.cr6fagos alveolares (MA) obt.enicbs mediante lavados 

bron:¡uioalveolares en bovin:>s vivos. Se evaluS además la actiVidad ci~ 

tóxica de estos agentes soore MA me<liant:;:; = c.-.!:'.'.!:IO silTp1e visual en m!_ 
cxoplaca, utilizando ccxrparativarnente leu=citos de sangre perif&ica. 

de bov:in:i. Para evaluar la fagocitosis se =nsideraron las siguientes 

variables: !'._. haarolytica y !:· mu1tocida (por separad:>) en =ntacto =n 

MA; !'._. haerrolytica y !:· multocida en suspensi6n, O'.Jl10 o:introl positivo 

éle =ecimiento bacteriano; y medio RFMI-1640 sólo, corro =ntrol negati­

vo de crecintl.ento bacteriano. Para la- cap.;1cid.:J.d b.:icteric.ida, se inCli:>a­

ron las bacterias ron MA adlerid::>s a1 plástiro por espacio de 30 minu­

toc y 3 horas; las rmJP.St.-cas inobadas durante 30 minutos se tornaron co­

rro datos basales de fagocitosis y 1as de 3 horas, para evaluar la capa­

cidad bactericida de los MA sobre 1as bacterias fagocitadas. La lectura 

de 1.as muestras ele cada .,.val.uaci6n :::e r""-" l i 7.Ó en un espectrofotáretro a 

380 nm. I.os resultacbs obtenid.)s de fag::>citosis ITOStr<il"On que 1a proli­

feración bacteriana fue mayor al enrontrarse 1as bacterias so1as, que 

en contacto ron MA; se obse.rv6 que la capacidad bactericida. del macr6f~ 

c;p fue eficiente, ya que el nlinero de bacterias fue mayor en la prirrera 

eval.uación que en la segunda. Se a::inprobó qua el efecto ci.tot6xioo de 

!:· haerrolytica fue más severo para los leu=citos de sangre periférica 

que para 1.os MA. Así misrro no ht.bo evidencia de citotoxicidad de !:· mul­

tocida para las re lulas evaluadas. o:m el desarrollo de esta técnica ~ 
ra la obtención de MA., anpleancb el rrétodo espectrofotorretrico, es posi-

b1e desarrollar innunerables posibilidades, ya que se puede considerar un 

mfü:oCb sencil.lo en el éual se pueden evaluar otras variabl.es, caro 1.o es 

el uso de bacterias opsonízadas o medir el cxxnportamiento del MA frente 

a agentes involucraros en problemas neuróni=s. 
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INTRODUCCION 

la funci6n del aparato respiratorio es la de captar el. aire del 

rredio anbiente para aprovechar el oxígerx:> =ntenid::> en éste y e:xpulsar 

el bi6xiélo de carbono l.iberacb a nivel de la uni6n alveolo-capilar, si­

tio en d:>nde se efectúa el intercarrbio gaseoso (11) . 

las vías respiratorias se encuentran divididas arbitrariarrente 

por la unión brorquioalveolar, en v:i'.as aéreas altas y bajas, debicb a 

las diferencias anat.6micas y fisiol6gicas que se encuentran antes y de§_ 

pués de ésta zona. Las vías aéreas altas o:xrprenden a los =rnetes nas~ 

les, senos paranasales, faringe, laringe, trá::¡uea, brorquios y bronquie_ 

los de pri.Irero, seguncb y tercer orden; en tanto que l.as vías aéreas ~ 

jas est§n fornadas por los brorqui.olos respiratorias y los alveolos 

{l.2J. 

El epitelio del aparato respiratorio se encuentra en cx:mtacto 

estrecho =n el aire inhalado, el cual puede tener en suspensión e~ 

mentes físi=s, quími=s o biol6gi=s, los cuales pueden llegar a lesie_ 

nar al tejioo. Sin a!bargo, el aparato respiratorio cuenta =n mecani2. 

nos de defensa los cuales actúan de manera especifica o inespecífica y 

que t:ü lct mayuría de las ocasiones resultan eficaces para evitar algún 

daño. Cuancb estos nccanisrros son rebasados se presenta la enfermedad 

respiratoria {11, 28). 

Dentro de los mecanisnos de defensa de tipo inespecífi= se en­

cuentra el reflejo tusígeno, que permite mantener las vías aéreas li­

bres de naterias extrañas. Otro mecanisrro irrportante son las se=ecio­

nes a lo largo de las vías aéreas, que hunidifican y filtran el aire 

inspirad:> al englcbar particul.as y bacterias. Las se=eciones son arr~ 

tradas hasta la ~nge y faringe por el novimiento ciliar ascendente 

del epitelio, una vez ahí se eJ<pul.san o degluten (11). Por otra parte, 

los macr6fagos son =nsicleracbs el principal mecanisno especifi= de ~ 

fensa a nivel alveolar, ccya función es la fagocitosis de bacterias, 

gl&>ulos rojos, partículas, tejicb necr6ti=, etc. (13) . 

Las enfermedades respiratorias son =nsideradas de irrportancia 

en bovinos, así = en otras especies d:rtésticas, debioo a las pérdi-
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das e=ri5micas que se producen por el elevado índice de rrortalidad, re­

traso en el =ecimiento, así a::rro las inplicaciones de estas sd:>re la 

producx:i.6n de leche y carne en Méxi= (18, 40). 

Entre los mi.cr:organisrros más comGrurente inplicados en alteraci~ 

nes <El aparato respiratorio del ganado bovin:> se encuentran, Pasteure­

~ haenolytica y Pasteurella multocida (2, 4, ,, 18, 22, 23, 31, 32, 

33). 

Pasteurella haertalyti.ca es una bacteria Gram negativa, encapsu-

1ada, que pt:ede poseer determinantes de st.perficie untifagocíti=s. Me­

diante prusbas de hene.glutinaci6n indirecta, se lla c:Errostrado la exis­

tencia de 12 sexotipos en base a la presencia de antígenos capsulares 

(17, 32). 

Biberstein et al (19GO) cl.:lsifi=...ron estos serotipos en d:>s bi~ 

tipos de acuerdo a sus ca..--acterísticas bio:iuímicas y rrorfol6gicas. El 

biotipo A, fennenta la arabin:>sa e incluye los serotipos 1, 2, 5, 6, 7, 

8, 9, 11 y 12; en tanto el biotipo T, f.enrenta l.a trehalosa y a:riprende 

los serotipos 3, 4 y 10 (17). Recienten-ente han sido re=rociclos otros 

i:.rt::s se..--otipc:::;, el 1'-ª13 , F-.J..~ y .,,~ pero son CX)nsiderad:>s 00 poca izlt:or­
tancia debido a su baja patogenicidad (35). En Méxi.ro y Estados Unidos 

los serotipos más inportantes y qi.:e más frecuent:errente se han aislado 

de puJnones neur6nioos de boviros son los serot.ipos 1 y 2 (1, 32). 

Se ha c:lenostrad::> que ~· haenolytica produce en fase l.ogarít:mica 

de =ecimiento una sustancia altarnenta an.tigénica, 1.a c1.1al es canún pa­

ra todos los serotipos (18) . Esta sustancia =ntiene un corrponente pro­

t:éi= esencial y ejerce un efecto citotóxi= específiro para leu=citos, 

cxxro los 11\3.crófag::>s de bovinos y ovin:>s (16, 18, 22, 31, 32, 33, 36). 

La citotoxina de !'..· haerrolyti.ca es ternolábil, tiene un peso rre_ 
lecular de 150,000-300,00U daltons, que equivale de 12-25% de su peso 

se=, resiste rondiciones extremas de pH y su efecto es inactivado ron 

tripsina debido al a:xtp::>nente pro~iro esencial (4, 18, 34, 40). Se han 

enrontrado anticuerpos neutralizantes de esta citotoxi.na, en suero de 

animales jovenes y adultos, en secreciones nasales, en lavac'bs pulnona­

res de bovinos y en suero de animales inmunizacbs e>q:>erirre.ntalmente (4, 

16, 30). 

Pasteurella haerrolytica es =nsiderada parte de la flora nornal 
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de la nasofaringe (3, 4, 7, 23, 32). Se des=xx::e el mecanismo por me­

dio del cual esta bacteria se multiplic.:i en nasofaringe y coloniza las 

v1as respiratorias inferiores en donde puede causar daño. Los factores 

predisponentes son i."!POrtantes para el desarrollo de la enfermedad, en­

tre estos factores se encuentran el transporte prolongado, hacinamiento, 

manejo excesivo, variaciones atrrosféricas y la presencia de agentes pri­

marios corro el virus de la Rin:>traqueítis Infecciosa Bovina y Parain­

fluenza Tipo-3 (7, 27, 23). !~i."!t:i.=, l.a citotoxina de!"._. tiaemolyt:!.ca 

puede jugar un ¡Japel inportante ya que ejerce su efecto sobre el macr6-

fago alveolar (MA) que es considerada la célula fagocítica primaria del 

pulm!Sn a nivel alveolar (7, 22, 23, 31, 33) . 

Pasteurella mult:ocida es un cocobacilo Gra.-n negativo, inm:5vil, 

oxidasa negativo. En agar sangre forna colonias pa::Jueiias no hemolíticas 

de color gris, se le ha dctcc>-....ado la presencia de antígenos capsulares¡ · 

generalrrente es aislado en forma de variantes lisas o mucoides y varian­

tes rugosas ( 13) • 

Se han establecic:b cbs tipos de clasificaciones para esta bacte­

ria. una de tipo inmunol6gico detel:minada por pruebas de agluti.naci6n, 

en cbnde se desiqnan cinco tipos el I, II, III, r..," y "'v"', f.>t:u.v ~sta clasi­

ficaci6n ya no se usa debido a que históricamente se le =nsidera obsol~ 

ta¡ y la clasificaci6n serol6gica donde se establecen cuat.i:o tipos equi­

valentes a los de la primera clasificaci6n. Estos tipos son el A, B, D y 

E (8). Ios tipos en ambas clasificaciones se asocian con problemas ne~ 

nicos en los bov:ir:os, ébnde el ti?=> A es el. más frecuentemente aislad:> 

en Mrud.co, pu::li.encb llegar a estar presente t:ambiilll el tipo D (20) • 

o:.ro agente productor de la neunorúa de los terneros, afecta más 

severamente a aquellos animales de 2-4 meses de edad, provocancb una 

reacci6n de tipo fibrin:Jpurulento 'JUl2 !?uede estar accrnpañada <le una pol:!:_ 
artritis del misroj>ipo (8). 

Una vez que !:'._. haerrnlytica y ~· multocida se establecen a nivel 
alveolar, inmediatamente se pone en marcha el principal mecanism:> de de­

fensa celular a este nivel, los MA., los cuales se acumulan alrededor de 

estos mi=rganism:is .invasores, iniciáncbse as! el proceso de fagocito­

sis. Este proceso se inicia con el quimiotactism:>, que es el movimiento 

direccional ele las células mediado por la presencia de factores libera-
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cbs por neutrófi.los, productos bacterianos, etc.. Ia seg=da etapa es 

la adherencia y cxxrprende la unión entre la partícula extraña y la rrem­

brana de la célula fagocítica, lo cual es facilitado por la presencia 

de opsoninas séricas = IgG y OJIT[>lerrento, así = receptores especf 

fi=s en la stperficie del necrófago. Una vez que la partícula se une a 

la l!CTbran<:i, se inicia la fase de ingestión en cbnde la partícula es El!!. 
globada por una invaginación de la nerrbrana plasnútica que finalrrente 

forna el fagosoma. 'fl:>r (lltim:> se libernn la.<; Pn:?.itno-.S protecl!ti= Ce 

los lisosom."IS, fase ronocida =rro digestión (13, 37). 

Se ha observacb in vitro, que la fagocitosis de bacterias es 

nás efectiva cuancb la relación bacteria,ñrocr6fago es 10: 1 y cuando el 

tienpo de inctbación es mayor (38). Además, esta se facilita por la pr~ 

sencia de receptores para la fracción cristalizable de IgG y para el 

conplenento sd:>re la rrcnbrana del nucrófago (39). Se han. desa=llacb 

diversas técnicas para evaluar la fagocit.osis y efecto bactericida de 

los MA sobre diversos agentes, pero principalrrente sobre ~· haerrolytica 

y ~· rnultocida; en ellas se ha utilizacb diverso tipo de nuterial, así 
= el errpleo de otra especie distinta a la del bovino. r:entro de las 

técnicas utilizadas se pueden rrencionar, la evaluación por turbidez o 

transparencia del rredio =n ensayos de microtitulación; Jrediante el =n 

teo de unidades forna.doras de =l.onias; la utilización de elementos m3!_ 

cadores cono el 51cr , 125¡ entre otras. Se han utilizad:> otro tipo 

de OOl.ulas cono macrófagos peritoneales en ratón, necrófagos obtenidos 

de raton<NO tiimctcnizacbs, etc. (5, 7, 9, 23, 38, 39). 

En la nayoría de los trabajos realizacbs ha sido necesario el 

sacrificio de los animales (36, 41) o el enpleo de un agente anestésio::> 

para la Cbtenc.ión de los MA (10, 14, 25, 42). 

En Méxio::> son escasas las investigaciones realizadas para eva­

luar la actividad de los MA sobre ~· haerrolytica y ~· multocida en ani­
miles vivos, por l.o que se ronsidera inportante realizar este estudio. 



-6-

OBJEfIVO: 

Evaluar por. espectrofotometría la fagocitosis, efecto bacteri­

cida y citot:oxicidad in vitro de Pasteurella haerrolytica y Pasteurella 

multoclda en nacr6fagos alveolares obtenidos mediante lavaoo b=rq:uio­

alveolar de oovinos vi'l.Us. 
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Ml\TERIAL Y METOOOS: 

ANIMl\LES: Se utilizaron 4 bovinos 1-bl.stein clírlicarrentc sanos de 1 a 

2 años de edad, nantenioos en ==ales tec:haoos =n pisos de =n=eto, 

con una dieta de mantenimiento y agua ad libitun. 

OBTOCION ff Ml\CRCFAGOS ALVEOLARES: Esta técnica es una nodificaci6n 

a la des=ita por Trigo (1984). Para facilitar el lavado se adninistró 

hidroclorw:o de xi.lazina* == tranquilizante a una dosis de 0.6-0.8 

mg/Kg de peso por vía intramuscular y xilocaína en aerosol al 10% ** 
por vía intranasal =no anestésico local. Para realizar el lavado bron­

quioalveolar se introdujo a la tráquea por vía nasal una sonda de prol:!:_ 

propileno de 0.6 an de diámettu por un rretro de largo oon punta roma, 

en el extreno libre o e>..terno de la soncb. se conect6 tma jeringa dese­

chable de 20 m1 y se introdujeron lentarrente alíctPtas de una soluci6n 

salina anortiguada suplerrentada con 1% de glucosa (29), hasta o:::rtPletar 

'..:1. ,:o!.r.. . ......r¿ ~:L:Vx.i.J11d.W lle 14ü-2ú(J ml. Entre cada introducci6n de las alí­

ctPtas, se recuperaba la solución de lavado mediante succi6n ligera del 

énbolo; la suspensión =nteniendo las células pulnonares se depositó en 

tdx>s de centrífu;¡-a de polivinil de 50 ml, los cuales se coloca=n en b~ 

ño de aglll fría, aproxinudanente a 4 c. 

VIABILIIWJ Y CDNTEO DE CELl..JLAS: El núnero total de células por mili-

litro se deteonin6 por conteo directo en cálmras cuentagl6bulos de Neu­

bauer (6). Para determinar la viabilidad de las células se utili2JO la 

téati.ca de exclusi6n de azul tripano en soluci6n al 0.2% (24) • 

* (R::mpun, Lab. Bayer de México, S.A. de C.V.) 

** (Lab. Astra Chemicals, S.A.) 
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CULTIVO DE CELULPS: I.os tilios de polivinil. contenienoo las células 

pul.non.ares se o::ilocaron en una oenl:J:Ífuga con unidad refrigerante y 

fueron lavadas por centrifugaci6n, 3 veces a 200 G durante 10 minutos 

con iredio 199* ad.icionacb con 100 UI de pcnicil.ina/m!. y 100 ,v.q de es­
trept:omicina/ml, ajustanéb finalsrente la a:>noentraci6n a 3 X 105 cé-

1ulas por mi.1.ilit...-o e.n iredio REMI-1640** adicionad:> con antibi6tic::os y 

10% de sl:ere fetal de tenl.era (SFT). 

Se utilizaron micrc:placas para cul.tho de cél.ulas de 24 po=s, 
c:bnde se coloca=n en fOrma es~ril 2 nil de la susper..:;i6n celular y se 

incU:>aron t:oáa la noche a 37 e, en una at:n6sfera con 2% de CX>2 para fa­

cilitar la acherencia de las células a la si..perficie de pl.ástico de 1.as 

placas. Al finalizar c:::te peñocb, se eliminaron las célul.as no adh~ 

tes mediante el lavad:> de los ¡::ozos, 3 veces con sol.uci.6n salina arrorq_ 
gua.da (SSI\.) estéril. y se p:rocedi6 a realizar la evaluaci6n de fagocito­

sis y efecto bactericida por MA. 

SUSPENSIONES Bl\CTI:H!.A_r-{A.S: Se util.izaron cepas aisladas en 11.é.'°-= de 

g_. haenolytica, biotipo A, serotipo l (1) y !'..· mul.tocida bioti¡;:o A, 

l.as cuales se senbraron en agar sangre y se inc:t.baron en una estufa baE 

teriol6gica a 37 e mantenifud:::lse en refrigeración hasta su use. 
Las bacterias se cul.tiva=n l.2 horas antes de su uso en cal.ro 

de infusión cereb.ro-==ZSn (BHI) *** a 37 e en una atn6sfera =n 2% de 

ro2. Trans=rioo el. períocb de inctbaci.6n se realiz6 un conteo de las 
bacterias, con di1uci6n previa en pipeta de 'lhoma para glébu]J:;)s rojos, 

en cámara cuentagl~ulos util.izancb para la lectura mi=scopio en con­
traste de fases. R:>steriornente se centrifugaron a 200 G durante 10 mi­

nutos para resuspender finalrrente en rredio ru:MI-1640 sin antibi6tioos 

* (In vitl."O ~CD, S.A. de C~V.) 

** (I.ab. NUNC, Dinamarca) 

*** (Bio=n de Mé:dco, S.A.) 
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y oon 1D% de SET a una ooncentraci6n aproximada de 1.5 X 105 bacterias 

por milili t..-o. 

EVAWACION OC FflljQCITOSIS: Una vez reallzaéb el lavado de los pozos, 

se agreg6 a 3 pozos con MA 2 ml de la suspensi6n de ~- haerrolytica, pa­

ra obtener aproximadanente una conamtraci6n de 5 bacterias por macr6f~ 

c;p¡ a 3 po=s sin MA se les agreg6 una suspensión de !'..· haercolytica y 

finalrrente a otros 3 RPMI-1640 s6lo. Este pro=dimicnto se llev6 ;; cabo 

de igual forma para ~· multoc::ida, quec:lanéb de esta manera las siguien­

tes variables: ~- haerrolytica y ~- multocida por separado, en suspen­

si6n con nacr6fagos; !'._. haerrolytica y :!'..· mliltocida solas = control 

positivo de crecimiento bacteriano; y rredio_ RFM:r-1640 s6lo, = oon­

t.ml negativo de crecimiento bacteriano. Las muestras se incubaron a 

37 C =n 2% de C02 por períoibs de 1, 3, 5 y 7 horas, al término de ca­

da períoéb se torraron por dtplicacb en forna estéril alíeu:>tas de 0.1 

.Al- de cada pozo y fueron diluídas 1:10 en cald:::> nutritivo y se inetba­

ron 5 horas a 37 c. Al concluír cada períocb de 5 horas, las muestras 

fue=n leídas en un espectrof-ot6metro a 380 nm, tcrnando a:rro fundarrento 

que a nayor concentraci6n de bacterias mayor sería la lectura en abser­

bancia en el espectrofot:érnetro. 

EVALLIACION OC EFECTO B.1\CTERICIIli\: Una vez realizad:> el lavad::> de los 

pozos, se agreg6 la suspensi6n de P. haerrolytica a 6 pozos con MI\ adhe­

rioos. se i.ncl.baron durante 30 minutos a 37 e en una atm5sfera con 2% 

de CD2 para facilitar la fagoci tesis de bacterias¡ después de este perí~ 

cb, se lavaron los pozos oon SSA estéril y se p=voc6 lisis celular en 

3 pozos agregand:::> agua destilada estéril para la liberaci6n de las bac­

terias fagocitadas. El resto de los pozos se resuspendi6 oon medio RPM!._ 

1640 adicionado oon antibi6tia:>s y SFT¡ se incrl:>aron durante 3 h::>ras 

nás en las mismas condiciones de atmSsfera y tarperatura. Al ooncluír 

este períod:::>, se realiz6 el lavado de los pozos oon SSA estéril y los 

MA fueron 1isados con agua destilada es~l¡ innediatamente desp~ de 

cam lisis (a los 30 minutos y 3 horas) se. tc.ttaron, por dq:>lica<h, a:J.!. 

ctDtas del sobrenadant.e de cada pozo y se realizaron diluciones logarí!_ 
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micas de cada muestra en calt'b nutritivo y se incdlal:on por un períod::> 

de 24 horas, al término del. cual se leyeron las muestras en un espe~ 

fotómetro a 380 nm. 

Las muestras evalU'ldas a los 30 minutos fueron taradas corro pa­

rámetro =nparati.vo de f<lgocitosis bacteriana y 1as de 3 horas, cono ~ 

pacidad bactericida ae los MI\. Este misrro procedimiento se llev6 a cabo 

para !'..· mul.toci~:· 

OBIDICION If CITOTOXIW\ DE e.. HAOOLYTICA y ¡:, MULTOCIIYI: Se cultiva 

I:On en agar sangre !'..· haerrol.yti.ca y !'..· multocida (por separado) lB ho­

ras a 37 e, a1 términ:> del. período de inClbaci6n se agreg6 a cada caja 

de petri un tU:io de 10 ml de BHI estéril y se agitaron suavemente; se 

tcrr6 una al.ícu::ita de 1 :rJ. de cada caja y se diluyeron en 15 ml de BHI. 

los td:>os se inct.baron durante 4 . 5 horas a 37 e en novimiento oonstante 

(fase logarítmicú de crecimiento); posterionrente se centrifl~aron a 

3000 G 20 minutos, se C'esedl6 el. sobrenadante y el. paquete de bacterias 

de cada ttl:>o se resuspendi6 en 1.5 ml de rredio RIMI-1640 =n 7% de SFT 

sin anL\Li6ti=. N>_,.,,W>rrente se incd:>aron a 37 C por un período de una 

rora en novimiento =nstante (al.ta producci6n de citot:oxinai lus td::o::: 

fueron centrifugad:ls a 3000 G durante 20 mim ... "t:Os y 1.os sobrenadantes de 

cada tmo se es:terilizaron por fil.traci6n en menbranas de 0.22_µ. (16). 

SUSPENSION DE Ml\CRCFAGOS ALVEOLARES: Se realiza.ron 1.avacbs bron:;¡uio­

alveo1ares hasta ootener un vol.fu-en mínino de 1.50 m1 de 1.a sol.uci6n de 

lavad:>, esta soluci6n se recolectó en t\.bos de plástiex> de 200 ml., se 

centrifugaron a 500 G por 10 minutos en una amtrífuga refrigerada. se 
realim el aonteo directo de cél.ul.as en cánaras cuentagl.ébulos de Neu­

bauer para posteriorrrente ajustar la ex>ncentraci6n de células a 

1 X l.06/ml. en rredio RE'MI-1640 oon SFT sin antibi6ti=s. 

SUSPENSION DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA DE BOVIOO: Se reex>l.ec-

t6 un volúren apro>cimado de 40 rol. de sangre hepa.rinizada de bovinos c1f. 
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nicanente sanos por punci6n en la vena yu;rular =n equipo vacutainer* . 

los eritrocitos fueron destruícbs por lisis hipotónica =n agua desti.l~ 

da durante 15. segundos, la lisis fue futenida agregando un volúren sÍlll:!:_ 

lar, a1 de agua destilada, de SSI\. o:moontrada 2x; la suspensi6n fue ~ 

tri.fugada a 500 G durante 10 minutos, el sobrenadante se decant6 y se 

repiti6 nuevarrente la lisis hipot6n.i.ro para obtener la poblaci6n leu=­

ci.taria, se lavó una vez más por centrifugaci6n =n 551\. se reall:zó el 

=nte:> direct.o de células y el paquete se resuspendi6 a una concentr~ 

ción de 1 X 106 célu.1.as/ml • en rredio RPMI-1640 sin antibi6ti.cos con 

lD% de SFT (16). 

EVALUACION DE CITOTOXICIDo.D rE P.. HAEJ·'OLYI!CA Y E_, Ml!.TOCIDA: Se rea-
lizaron diluciones d:::bl.es del. sobrenadante d:>teniCb de !'..· haenol.ytica 

en rrcdio R!:MI-1640 sin antibióticos =n SFI' en placas de microtitulaci6n 

de 96 pozos =n fonCb plano, en seguida se agregaron 50 p.l de SF'r di-

1.uíro 1:10, = s= =ntrol. negativo a anticuerpos anticitotoxina, y 

se inctbaron las placas durante 10 minutos a tenperatura anbiente. Pos­

t:eriorrrente, por separad::>, se adicionaron 100 .)IJ.. de 1as suspensiones 

ry,. MA y 1.eu=citos de sangre periféri= a lOs pozos y se ineti::>aron una 

hora a 37 e en una abrósfera 00."1 2% re 002. F:inalizaéb eJ. ~:todo ~ 

inClbaci6n, las pl.acas se centrifu;¡aron a 200 G por 10 minutos, el ~ 

brenadante se decantó por inversi6n rápida de la pl.aca y se agregaron 

100 ,,..U. de fonnalina buferada al 10% a cada pozo y se inetti6 durante 30 

minutos a ts:p=atura anbiente. Posteriormente se adicionó a cada pozo 

150,..u.l de cristeal. violeta al 1% durante 5 minutos, finalrrente se 1.ava­

J:On 1as pl.acas con agua de la 11.ave; este misno procedimiento se l.1ev6 

a cabo para la evaluaci6n de c:itotoxicidad de ~· mu1tocida. Un fOnCb 

azul en los pozos indicaba la presencia de cél.ulas teñidas y por lo ~ 

to 1.a ausencia de citotox:icidad, por el. =ntrario un fOnCb claro era 

indicio de citotoxiciéiad debió:> a la ausencia de cél.ulas (16). 

* (Lab. Becton-Diddnson Méxioo, S.A. de c.v.) 
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ANALISIS ESTADISTICO: se realizaron 3 repeticiones para bs evalua­

ciones de fagoc:i. tosis, efecto bactericida y ci totox!.cidad de !'... haerro­

lytica y !'..· rnultocida. 

Para fagocitosis, se toma=n en cuenta = tratamientos las 

variables de suspensión bacteriana sola, =ro =ntrol positivo; sus­

pensión bacteriana en contacto =n macrlifagos; y RPMI-1640 s6lo caro 

control negativo. Para efecto bactericiCia, el par;:lnBl.rO da fo.gocitosis 

de 30 minutos y el de 3 horas, de capacidad bactericida. E.1 tanto para 

ci totoxicidad los paránetros de amparación eran las bacterias entre sí 

y las diferentes células blan=. 

La conparaci6n de nedias para fagocitos is se realiz6 por ~li­

sis de varianza. Para efeci:D bactericida y citotoxicidad, en las dife­

:i:entes células blan=, se utiliz6 la prueba de T de Student. U1 valor 

de p 4 O.OS se =nsider6 corro significativo. 
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DIAGR.AW\ DE FLWO PARA LA RECOLECCION DE W\CROFAGOS ALVEOLARES 
DE BOVIOO" 

VOLl.MEl'I INI'POOOCID'.) DE LA 
SOLUCION DE IAWU:::O (ml.) 

+ VOL™EN RECUPERADJ (ml) 

/ ! ""' VTI\BJLIIJN) J\NrES DE I.OS LAVAO)S (%) 

IAVAW DE IAS CEUJLAS 
FOR ~CION 

t 
VIABJLID!\D DESPUES 
DE IOS LAVA!XlS (%) 

* AJUSTAR IA CDNCENI'RAClON 
DE CELUl'.AS l'OR m1 (3 X 105) 

! 
.ru::.BERENCIA DE MAOOFl'GJS ALVEOLARES A SUPERFICIE 

oE PLACAS (12 horas, 37 C, 2% C02) 

/ 

J 

* Modificado de Morales (1985) 



DIAGRIV'A OC FlWO PARA FPGXITOSIS Y EFECTO PACTERICIM* 

1'1AmFJ'ffiS AL\ID..ARES All-IERIOOS 
FJ!GOCITOSIS / 

MA.CR:>Fl\CDS ALVIDIAAES / \ ' 
EN CDNrACI'O CDN IA BAC SUSPENSION RFMI-1640 
TERIA (~. haerro1ytica -o BACI'ERIANA OOLO 
P. mul.tocida) 

\ I 
INCUEACION DE LJl.S MUESTRAS POR 
PEIUOCOS DE 1., 3, 5 y 7 HJRAS 

(37 C, 2% CD2} 

i 
~ DE ALICUJTAS Y DlLUIDl>.S 

EN CAllO +NfJI'RJTJV;) 
IN:::llBACJ.'ON POR PERIODO DE 5 

fDRAS (37 e, 2% CD2} 

LE:TlJRA DE IAS MUESTRAS 

(ESPEC!roFD'.Ia1E'Iro 380 nm} 

* M::xilficad::> de Trigo ( l9 84) 

" EFECTO ,CTERICIM 

MA010F1\illS ALVIDIARES EN CDNI'ACIO 
CDN IA BACTERIA, !:'._. haenol.ytica o 
!'..· mu1tocida ( 6 p:izos ) 

INCUBl'.CION POR PERIOIX> DE 30 MINU 
TOS, PARA IA F.1'0X:ITOSIS BACI'ERJA 
NA ( 37 e, 2% C02 ) \ -

I RESUSPENDER EL RES'lO 
DE IDS POZOS CDN :RPMI 

IAVAlX> CXlN SSA, LISIS 
CELUIAR CDN PCUA DES­
TlLA!l"., PARA IA LIBE­
RACION DE BACTERIAS 

\ 

(ANI'IBIOTICOS + SFT) 

t 
JN:Ual\CION POR PERIOOO 
DE 3 !ORAS (37 C, 2% 
C02) 

TCMA DE ALI+ DEL SOBRENAmNI'E 

DILOCIONES IDGARI'lMIO\S EN CALIXl Nl1I'RITI\IO 

+ INCUBACION DE IAS MUES'IW\S POR PERIODO DE 24 HJRAS 

1 
~ 
1 



* 
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. DIAGR.llM DE FLWO PA.RA CITOTOXICIDl\D* 

DILUCIONES OOBLES DE IDS SOBRENA!lANTES DE P • haerrolytica. o 
P. mul.tocida, CDN RÍ'MI-1640 (SIN 1-\Nl'IBIOTICDS CDN SFl'l EN 
- PLACAS DE MIO'O'ITI'Ul:ACION 

J 
AGREGAR SFT D!LUTID l: 10 (StJERJ O)NrnQL NEGATIVO) 

J 
INaJBACION. IE LAS PLl\Cl\S A TEMPERATURA J\MBIENTE 

( 10 minutos) 

' ADICIONAR IA SUSPENS:LON CEUlLl\R (106 feU) 

t 
INCIJBACION l'OR PE!UOOO DE l. fORl\. (37 C, 2% CD2) 

J 
CENI'RIFo::iACION re PIJ:ICAS (200 G, 10 minutos) 

' ~N r€L SO~~·i:. 

t 
EOBMALINI\ BUFEIW:ll\ AL 10 % 

lNOJBl\CION DE IA PLAO\ A TJ;MPERI\T'"úAA AMBIENTE 
( 30 minutos) 

' ClUSTAL VIOLEm\. AL l.% (5 minutos) 

J 
IAVAIO Y SE'CAOO DE IA PLACA 

' /LECl'URA' 
roNlX> AZUL (-) J;DNOO CIAro (+) 

M:>dificaó:> de Gentry (1985) 
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RESULTAOOS: 

Dura..•te el tie:cpo en que los animales fueron utilizaros para la 

real.izaci6n de l.os lavaros bronquioalveolares no hdx> evidencia clínica 

de alteraciones de tipo respiratorio. 

Se realizaron un total de 17 lavados brofX!Ui.oalveolares para 

llevar a cabo la evaluaci6n de fagocitosis, efecto bactericida y cito­

toxi.cldad. Se reo:>lcctó un prorredio <El 81. 57 ~ 7. 32% de la soluci6n 

de lavad:> introducida, con 20.95 ± 11.13 X 104 células por rnililitl'.O 

o:>n una viabilidad del 80. 29 ± 9. 18%, la cual disrninuy6 después de los 

lavados celulares a 76. 29 :!: 9 .18% (Cuadro ll . 

Al graficar los resultados de fagocitosis, se observó un cx:rtpOE_ 

tarniento similar en todas las evaluaciones realizadas tanto para 

!:'..· haesrolytica cono para !:'..· multocida, ó::lnde la curva de =ecirniento 

bacteriano fue mayor al eno:>ntrarse las bacterias solas que en contacto 

o:::>n MA (Cuadros 2 y 3; J:i.guras l y 2j. AJ. i:~l.iZd.l:' ~1. c::t.u~llsis €St.a­

dístio:> se eno:>ntraron diferencias significativas entre las 3 vuriables 

evaluadas {p .l. o.OS). Cabe hacer nenci6n que el =ecimiento bacteria­

no, eval.uad::> por espectrofotorretría, rrostr6 fases similares a la del 

crecimiento logarítmico y estacionario {ver controles positivos de ere 

cimiento bacter.i.ano) • 

Se considera que e1 efecto bactericida fue eficiente para 

!:'..· haenol.ytica y !:'._. multocida, ya que los datos registracbs a las 3 ho 

ras de inci.baci6n de bacterias =n MA fueron IOOIX>res que los de 30 mi­

nutos, de lo que se puede intei:pret=, que el núrero de bacterias via­

bles f\2 rrenor después del períoch de incihaci6n con macr6fagos, en 

caiparaci6n con el núnero de bacterias fagocitadas a los 30 minutos; 

eno:mtrSndose diferencias estadísticamente significativas para estas 

variables (p.¿_ 0.05) (Cuadros 4 y 5; Figuras 3 y 4). 

En los resultad:>s de citotoxi.cidad (Cuadro 6), se observa en 

prinera instancia que !:'..· multocida no tuvo efecto citot6xi.a:> para nin­

guna de las "célul.as blanco" evaluadas. En tanto que !:'..· haenolytica 
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s! produjo un efecto citot.Oxico scbre MA y leucocitos de sangre perif~ 
rica, siemo ti& evidente la citotoxicidad para los leucocitos (tftulo 

1:16) que para los na=Ofagos (tltulo 1:4). 



a.Y\ffi) 1 
LAVAim B!U't!UHW .. VEO!..ARES EN BO\/H{)S PAAA LA OOTENCICX'~ IE t'1AOO:PillS ALYmLl\RES 

N:>. DE \OLlMEN VOLl.MEN VIABILID1UJ ANI'ES DE VIABILID!\D DESPUES DE N:>. DE CELOLAS 
IAVAIX> IN'lrontcrro RroJPERAro IDS L!WAIX>S CELULARES IDS LAVAOOS CELUU\RES POR ml 

(ml) (%) (%) (%) X 104 

l 120 .87.5 84 BO 6 .. 2 
2 200 90 81 77 9.5 
3 150 83.3 80 76 l2~2 
4 200 81.5 84 BO 51.2 
5 160 88.l 81 77 36.2º 
6 200 90.5 51 47 17.7 1 
7 J.60 93. 7 87 83 45 .. ~ 

O) 

8 .:14o 80 70 66 .10·- 1 

9 160 84.3 82 78 ·32 
lO. . .140 81.4 76 72 '13~2 
11 >.160;- 67 .. 5 96 92 18 .. 
12 . 160 •• 78.l 78 74 ·7.7 
l.3 ·:140 ·•·. 75 80 76 15 
14- .. 

1Í5· 80 •....•• _._ 84 80 23.2 
15. 140 82.l 75 - .7.1 -----------'---=-': . 21.7 
16 . •160 11;2 82 78 ·11:s 
17 ~.'.160 .• ------ }f_.s -,,-----=---"--' 94 90 18 

-- ,· __ : --· -

X 157.3°' 8L5 80.2 76.2 20.9 

ffi. + 38.9 ± 7.3 ± 9.1 + 9.1 + 11.1 - -
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ClVIOOJ 2 
VALORES PRCMEDIO DE IBSUVID CPTICA (CONCENTRACIÓN BACTERIAN.4) EN 

lA EVALl.ll\CION DE FAGOCITOSIS rt: e_, HAEtPLYTICA 

fDRl\S IUNI-1640 P. haaIDl:r:tica + MA P. haerrol;:r:tica SOLA 

1 0.003 0.035 0.055 
3 0.003 0.053 o .1.33 
5 0.003 0.061 0.160 
7 0.007 0.070 0.187 

FIGURA 1 
EVALL\t\CION ESPECTROFOTCM:TRICA DE FAGOCITOSIS IE e_. ~yr_li;A 

o.o. 
(C.B.) 

.200 

• 150 

ESPECIK>~ .100 

(380 nml 

.oso 

o 

~ . ~ .... . 
" .. 

.. 
. -

.. 
"' ., 

.. 

.. ,,,,,. ......... . 
1 

.. • 

- . -· -·-· - . - . 

. ........ .. 
3 5 7 

EDRAS 

• • • • • • ·• RIMI-1640 (CDNiroL (-) DE c:ru;x::n.uENI0 BAC'l'ERIANJ) 

- • - • - • MA + !'..· haenolytica 

+ ...... • + .!'..· haenol.;:r:tica (CDNiroL (+) I'lE cru;x::JMIENrO BACI'ERIAN)) 

O.O. DENSIDAD OPTICA 

C.B. CDN:ENmACION Bl\Cl'ERIANA 



-20-

CIJillRO 3 
VALDRES PRCH!HO JE DENSI!Wl Cf.lTIQ\ (CONCENTRACIÓN BACTERIANA) EN 

LA EVAW'l.CION DE FAGOCITOSIS DE e_. MlUOCIDA 

HJRAS Rl'MI-1640 P. r.rultocida + HA P. mul.tocida OOIA 

1 0.006 0.026 o.oso 
3 0.007 0.028 0.059 
5 0.006 0.039 0.072 
7 0.006 0.059 0.101 

FIGUAA 2 
EVALIY\CION ESPECTPDFOTQYETRICA IE FAGOCITOSIS rf e.. MLUOCIQA 

o.o. 
(C.B.) 

.100 l 

.075 

.oso 

.025 

o 

... 

... 

- . - . -· 

1 3 5 
HORAS 

........ RIMI-1640 (CDNiroL (-) DE CREx:IMIENr0 B!\CTERIAN)) 

MA. + P. mu1toc:ida 

~· multoc:ida (CON'!roL (+) DE CREX:IMIENI0 BACTERillID) 

O.O. DENSIO!\D OPTICA 

C. B. CDNCENTru\.Cl.ON BA.Cl'ERIAN!>.. 

7 
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CUADRO 4 

VALORES PRCM:DIO u: u:NSimD CPTICP. (CONCENTRACIÓN BACTERIANA) EN 
lA EVA~CION If. a=ECTO BACTERICIIY\ DE e_, HAEWLYI!CA 

30 MINUTOS 

n.o. 0.344 

FIGUAA 3 

o.o. 
(C.B.j 

.400 

• 300 

.E51?~ .200 

(380 nin) 

.100 

O.O. DENSm!'.D OPTICI\. 

o 

C. B. CONCEl'1rru>.cION BAC'l'ERil\NA 

... 

30' 

J OOAAS 

0.259 

3 HOIAAS 
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VALORES PRQ\iEDIO LE IfNSll)\l) OPTICA (CONCENTRACIÓN BACTERIANA) EN 
(]\ EVAlli'\CION lE EFECTO BACTERICII'A OC e_, MU..TOCIDA 

30 MINUIOS 3 IPRAS 

o.o. 0.515 0.338 

FIGURA 4 

EVAIJ.ll\CION ESPEcrmmr:JflRICA IE EFECTO BACTERICIDA IE e_, MtUOCIM 

.600 

1 
o.o. 

(C.B.) 
.soo ... .. .. 
• 400 .... 

LEC.'URA !EL ... 
l!'SP~ • 300 

(380 MI) 
.200 

.l.00 

o 30' 3 HORAS 

O.O. DENSIDAD OPTIC!\. 

· e.e. CDNCE'Nl'RACJDN IlACl'ERIAN!\. 
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EVAL~CION IE CITOTOXICIMD DE e_. HAErnLYIICA Y e_, MtLTOCIDA 

SOBRE Ml\CRCFAGffi ALVEO!.ARES Y LEUCOCITOS IE SANGRE PERIFERICA 
JE BOVI !() • 

l. 2 3 4 

A 1.:16 1.:4 

B 1:16 1:4 

e 1.:16 1.:4 

1.-~ DE !'..· multocida ~¡ M?\.* 

2.- SJBRENru:l1\Nl'E DE ~· multoci.da CDN LSP** 

3.- SJBRENIUW"l'E DE ~· haerrolytica OON LSP 

4.- ro~ DE~- haerrol.ytica O)N MA 

** LSP: LECXDCI'IOS DE S1\N:;RE PERIFERICA 



FIGUP.A S 
LAVADO BROMIJUIOALVEOLAP. PARA LA RE\.OLECC IOM DF MACP.OF.A.GOS ALVEOLARES 

DE BOVINO. 

A 
Z I C \ 7 \1 > < 7 1 S < 1 Z< Z < 7 

A, EPIGLOTIS; B, JERINGA; e, soNDA ENDOTRAauEAL; n, LENGUA; E, TRAQUEA; 

F, ESOFAGO; G, PALADAR. 

1 

"' "" 1 



-25-

DISQJSIOO: 

EJ. vol.úren recuperaéb ele la soluci6n de lavaéb fue rrenor al. c:b­

tenido por otros autores en diversas cspec:ies. Por ejenpl.o en el oeréb 
fue del 98%, ratas 94.5% y en el. hamster y cuye del 88%. Esto fue debi_ 

éb principalr.E.-:tc a que estos investigaébres realizaron los l.avados 

bron:¡uioalveol.ares en pulnones ae ani.nales muertos (21). En a.'Ú.lT\ales 

vi\105, se han ooteni&:> p::>rcentajes de volúren reo.perado sirnil.ares a 

los abservaébs en el presente trabajo. En bovinos se han obtenid::> po>:­

oentajes prcmedi.o del 70% (21., 38) y 70% (40) y en ovirx>s del. 60% 

(25). Se sabe que el. vol.tiren residual. no recq>erado causa alteraciones 

pooo significativa.s e."1 el tejido pulm::inar, las cua.1es desaparecen en un 

1llpSO de 48 horas a¡:n:oxi.madanente (19, 27). 

El n\íret:o total re c:él.ulas re~adas por rnil.il.i tro tanbiél 

fue rrenor al. descrito para animales muertos (1.5, 26) y similar al. c:b­

ten.i.d::> para animal.es vivos (38). Sin errbargo, se considera que el. nú­

lleI:O <la ~l.··1 ~0 y la viabilidad fueron suficientes para realizar l.a e~ 

luac:l.6n de l.as rel.u1as. 

El uao del tranquilizante y el anestési= l.ocal fue =n el fin 

de facilitar al mfuci.no l.a realizaci.6n de los lavaébs bron:;¡uioalveolares, 

as1 =para reducir en lo posible el. estres y el manejo excesivo de 

los animales. 

los datos registraros al evaluar la actividad fagocítica y bac­

tericida del MA ejercida durante la fase de crecimiento estacionario de 

~· haem>lytioa y ~· multocida. ft.eron semejantes a los des=itos por o­
tros autores (7, 22; 23, 40) • Esto se pudo o::inprobar ya que en cada 

uno de los perÍO<bs de inetbaci6n se ooserv6 que el. crecimiento de 

~· haerrolytica y !'._· mul.toc:i.da fue nenor cuando estaban en contacto con 

los mac:r6fagos que cuand::> se encontraban solas en el medio de cultivo. 

No obstante el haber variaciones en la t&::ni.ca utilizada por estos au­

tores, por ejenplo Markham et al util.i26 ~- haerrolytica marcada con 

l25:t, sus resultaébs demuestran que los nivel.es 6ptin0s de fagOcitosis 

y efecto bactericida registrados se ootienen en cul.tivos bacterianos de 
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12-18 horas. Esto es debicb a que en estos cultivos no se encuentra 

presente o está en mínirros cantidades el nuterial citotóxi=, producto 

del. metabolisrro de !'_. haem:ilytica, el CU'.11 es el resp::>nsable de ocasio­

nar un deterioro de la capacidad fagocítica del ma=6fago aéler!Bs de p~ 

ducirle alteraciones en s= características rrorfológicas. 

Se puede considerar que la fagocitosis fue eficiente al utili­

zar la relaci6n aprox:irrucla bacteria-macrófago de 5: l; es to está de a­

C"..ler<b a lo descrito p::>r otros autores (22, 38), quienes obtuvieron 

resul tad:::>s 6ptinos en relaciones 10: 1 o rrenores. Otros factores que 

pueden =ntribuir a 1a eficiencia de la fagoci tesis san la adición de 

si.ero fetal; la opsonizaci6n oo bacterias y la fase de =ecimiento en 

que se encuentre la bacteria a evaluar (22, 23, 40). 

Se considera que el efecto bactericicb fue eficie.'1te, ya que ~ 

tudios de microscopía electrónica han revelad::> que después de un perío­

d::> de 30 minutos es posible en=ntrar, dentro de los fagosorras del rra~ 

fago, bacterias en diferentes estaros de degradación, sienéb la conden­

sación del rraterial citx::plásmico, la presencia de abundantes restos ce­

lulares y fragme.ntos de pared celular las alt:P..r..cir.i= rr.ás GUnúnrrente 

e..'"lc::ntta<k.s, llevancbse a cabo la o:inpleta degradación bacteriana a los 

60 minutos de m;posici6n. N:l obstante, ha sido posible encontrar algu­

nas bacterias sin presentar ningún tipo de aJ.teración después de este 

perS'.odo (22). 

A pesar de ser una técnica v:isu:il si.rrple, fue posible denostrar 

la rrayor citotoxicidad para 1.os leua::icitos de sangre periférica que pa­

ra los MA, l.o que se puede traducir en que si bien la ci totoxina de 

~· haemolytica tiene un efecto inportante sobre macr6fagos, estos a su 

vez tienen cierto grad::> de resistencia para la citotoxina; por lo tanto, 

el desarrollo de la enfenredad respiratoria puede depender de la proli­

ferac:i.6n bacteriana en el aparato respiratorio o bien ae la cantidad de 

cit:ot:oxi.na producida. 

La ausencia de citotoxi.cidad de !:· mulb:>cida para leu=citos ~ 

ta de acueró:> a lo reportaó:> para esta bacteria, ya que en la actuali­

dad sólo se conoce que !:· rnultocida produce una toxina de tip::> necro­

t6xico (2, 8) • ID anterior puede relacionarse a la capacidad que ti~ 
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ne ~· haenolytica, a diferencia de ~- multocida, para actuar cono a­

gente primario asociacb a prd:>lerras neur6nic:os cbnde la ci totoxina al 

parecer desaipeña un papel irrportante. 

En el presente trabajo fue posible evaluar las principales fun­

ciones del MA en bovinos mediante el desarrollo de una técrtlca que no 

precisa Cb nntcrial o equipo especiali7/'1tb y tiene la ventaja que es ~ 

sible llevarlo a cabo en el a.ninul vivo sin ocasionarle efectos colate­

rales al efectuarle el lavacb bronquioalveolar para la obt:enci6n de las 

células pulnonares y su caracterizaci6n in vitro. 

La técnica utilizada para el presente trabajo es relati.varrente 

sencilla y rápida no obstante el haber sicb aplicada en anirrales tran­

quilizados, siencb mín.im::> el manejo a que fueron sorreticbs. se pueden 

llevar a cabo varios lavados en un mi.sno aninal sin que el 'l.Olúnen re­

sidual presente en el pulm5n afecte su funcionalidad. El enpleo de una 

sonda encbtraqueal con punta rana fue con el objeto de lesionar al mí~ 

no el tejido pulnonar, ptrliencb cx:inprobarse posterionrente al no pres€!!!. 

tar los aninales signología clínica de neurr.:>nía. 

Cbn el desarrollo de esta técnica para la obtenci6n de MA, es 

posible 11.evar a cabo diversos estudios norfofisiol6gi=s de las pobla­

ciones celulares del pulm'5n en las diferentes etapas de la vida <>el ar~ 
rral, así misno es posible utilizar otras variables COITO lo son, el uso 

de bacterias opsonizadas, eval.uar la interacci6n virus-bacteria-maci::ó­

fago o nedi.r su a:xrportamient:o frente a agentes invol.ucracbs en prc:bl~ 

nas neur6nicos de los animales. 
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