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I RESUMEN

RODRIGUEZ LOPEZ LUZ MARIA: Remocidn traqueal de Staphylococcus

aureus y Pasteurella haemolytica en ratdn.

Asesor: Alfonso Lopez Mayagoitia

Se determinaron las curvas de remocifn traqueal

de Staphylococcus aureus y Pasteurella haemolytica administra-

das por via de aerosol. l44vratones séparddos en dos réplicas
se inocularon con S. aureus y el mismo ndmero en dos réplicas
con P. haemolytica y finalmente un grupo testigo de 72 anima-
les fué inoculado con solucidén amortiguadora de fosfatos con
pH de 7.2. Los ratones fueron sacrificados 0,2,4,8,12,24 y 48
horas después de 1a inoculacidn por aerosol y a partir de las
traqueas y pulmones se determinaron las unidades formadoras

de colonias (UFC). Los resultados indicaron que las traqueas
tuvieron una menor deposicion de bacterias a las cero horas
comparadas con los pulmones. Se encontrd una diferencia alta-
mente significativa (p < 0.0001) en el nimero de bacterias

a través de las diferentes horas postinoculacidn. No hubo efec-
to significativo (p >0.05) entre bacterias y réplicas. E1 nii-
mero de bacterias por &rgano tuvo una correlacidn negativa con
respecto al.tiempo. E1 andlisis estadistico mostrd un efecto
significativo en las diferencias de UFC cuando se utilizé 1a
transformacion logaritmica. Finalmente las curvas de remocidn
para P. haemolytica tuvieron un patrén de remocién mds rdpido

pero mds errdtico que para S. aureus.



I1 INTRODUCCION

Las enfermedades respiratorias, principalmente
las infecciosas son una de las causas importantes de morbi-
lidad y mortalidad en los animales domésticos (5,28). Se ha
estudiado la patogénesis de las enfermedades respiratorias co-
mo un esfuerzo para entender los mecanismos basicos de la in-
teraccion bacteria-pulmén, permitiéndose el desarrollo de méto-
dos inmunoprofildcticos en infecciones respiratorias. La mayer
parte del conocimiento actual sobre patogenia de neumonias bac-
terianas en animales domésticos se ha extrapolado de resulta-
dos obtenidos con animales de laboratorio (36).

Una de las técnicas mas utilizadas en el estudio
de la respuesta del pulmdn a la inhalacién de bacterias es la
técnica de remocidn bacteriana, que ha permitido estudiar el
destino de numerosos géneros bacterianos en el pulmén de diver-
sas especies animales (22,23). Existen investigaciones realiza=
dés con el objeto de estudiar la respuesta de la trdquea y
.brohquios a la deposicion de particulas inhaladas; la mayoria
de estas se han enfocado al depésitb y eliminacién de particu-
las no viables; habiéndosele dado poca importancia a la inter-
accion bacteria-mucosa traqueobronquial. E1 objetivo de esta

investigacion es determinar las curvas de remocidn bacteriana

en la traquea de ratones expuestos a aerosoles de Staphylococcus

aureus y Pasteurella haemolytica.




IT.1 Mecanismos de defensa

E1 aparato respiratorio estd constantemente expues~
to a particulas que se encuentran suspendidas en el aire, mu-
chas son potencialmente patdgenas para el pulmdn. E1 volumen
de aire que inhala diariamente una persona es equ{valente al
volumen de una alberca de tamafio mediano (8000 1itros) (12,34,
37), por otro lado se sabe que una muestra de aire aparentemen-
te limpio contiene suspendidas hasta 105 particulas por centi-
metro ciibico (tres millones de particulas por pie clibico). Una
muestra de aire contaminado 1lega a contener hasta 3531 parti-
culas por centimetro cibico (100 millones de particulas por pie
cibico) (34). La deposicion de bacterias en nulmones de bece-
rros en una hora puede ser hasta de 5000 UFC (19).

A Se sabe que la suoerficie del pulmdn que estd en
coniacto’con el aire inspirado es equivalente a la superficie
de una cancha de tenis por 1o que la membrana respifatoria es-
td criticamente expuesta a entrar en contacto con particulas
potencialmente patdgenas (41). Otra fuente demostrable de par-
ticulas, especialmente bacterias que constantemente }legan al
pulmdon son los organismos que forman parte de la flora normal
del aparato respiratorio, en estudios en becerros se demostrd
que e] aire traqueal contiene los mismos tipos de organismos
existentes en la flora bacteriana del aparato respiratorio
superior (13).

Las reqiones de la mucosa respiratoria donde ée de-
~positan las particulas inhaladas han sido estudiadas en detalle

en animales de laboratorio y en menor grado en animales domésti-
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cos y el hombre (12,27,31,36,41). Las particulas suspendidas
en el aire inhalado con un tamafio mayor a 10 um son practica-
mente detenidas en la cavidad nasal. Particulas menores de
10 um pero mayores de tres son depositadas en la mucosa tra-
queobronquial, particulas de aproximadamente 2 um o menos de
didmetro penetran hasta el alveolo pulmonar{36,12). Existen
otroﬁ factores que gobiernan también el lugar del! tracto res-
piratorio donde se depositan las particulas inhaladas. La
fuerza centrifuga que se genera cuando el aire inhalado cambia
sibitamente de direccidn en los cornetes (35) y en la bifurca-
cion traqueobronquial forma turbulencias de'aire 1o qde dabcomo
resuttado que las particulas suspendidas se impacten contra la
mucosa respiratoria. Otro mecanismo importante que gobierna la
disposicién de particulas es la fuerza gravitacional, que oca-
siona el depdsito en el alveolo de las particulas mayores (12),
Aquellas particulas de 1 um o menos que llegan al alveolo y que
por su masa pequefia no son afectadas por las fuerzas gravitacio-
nales, se depositan en la membrana a través del 1lamado movimien-
to Browniano, en éstas, el choque con las moléculas del aire les
imprime velocidad 1legando hasta las paredes aIvéolares (12).

La principal via de centagio por patdgenos del apa-
rato respiratorio es la aerigena,en otras palabras, los agentes
capaces de establecer infecciones son generalmente en forma de
aerosol inhalados y depositados en la membrana respiratoria (36).

Los aerosoles son suspensiones de particulas coloi=-
dales que permanecen estables en aire por perfodos de tiempo re-

lativamente largos (27). Son creados por condensacién, disper-
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sion o atomizacidn de un maéerial liquido en particulas (36).
E1 término "ndcleo de gotita" se aplica a gotas parcialmente
evaporadas que permanecen suspendidas en el aire (36,2,9).

E1 hombre ha manipulado el uso de los aerosoles
para la investigacion biomédica y principalmente para el es-
tudio de la patogénesis de las infecciones respiratorias. Se
puede exponer a animales a la inhalacion de numerosos tipos
de particulas incluyendo bacterias (11,21,22,23,25,26). Su
exposicidn permite inocular animales por la via respiratoria
con una concentracion conocida de organismos durante un tiem-

po controlado, La técnica de remocién bacteriana in vivo,

permite medir 1a remocidon de bacterias inhaladas en los pul-
mones de los animales. Se calcula como indice entre las
bacterias depositadas a las cero horas post-inoculacién por
aerosoles y el nimero de bacterias que permanecen viables

en el pulmén degpués de intervalos conocidos de tiempo. La
de bacterias eliminadas del pulmén. Stillman en 1923 expuso
ratones a un aerosol de neumococos.y observd que el nimero
de estos organismos en el pulmén disminuia con el paso del
tiempo. Cralley en 1942 sometid conejos a la inhalacién de

aerosoles conteniendo Serratia marcescens y encontrd que tres

horas después de la inoculacién el 90% de las bacterias ha-
bian sido eliminadas del pulmédn. Posferiormente Laurenzi (21)
estudié la remocion pulmonar de S. aureus en ratones,’sus
‘resultados eran similares a los anteriores. A partir de estas

1nvestigacionésAse han'estudiado_detal1adamehte los patrones
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de remocidn en diversas especies incluyendo becerros y utili-
zando una gran variedad de géneros y especies bacterianas (36,
38). Se observd que aunque los patrones de remocidn de diferen-
tes bacterias son similares, cada bacteria tiene una curva de

eliminacidn especifica: por ejemplo Pseudomonas aeruginosa pre-

senta en las primeras horas post-inoculacidon un pico de creci-

miento bacteriano diferente a S. aureus, P. haemolytica,

P. pneumotropica, S, marcescens, E. coli y Proteus mirabilis.

Sin embargo a las 12 horas el nimero de Pseudomonas aeruginosa

en el pulmdén fué similar al de otras bacterias. La suma de to-
dos los trabajos permitid concluir que en condiciones normales
el pulmdn de los animales elimina rapida y predeciblemente la
mayoria de las bacterias (12,15,21,23).

Una vez determinadas 1las curvas de remocidon se es-
tudié el efecto de numerosos factores sobre la eliminacién de
bacterias del pulmén, entre los factores mas estpdiados estan
los virus, uremia, edema pulmonar, contaminantes del medio am-
biente e inmunizacion entre otros (1,4,8,17,18). Todos estos
factores demostraron tener un efecto adverso en la remocidn de
bacterias inhaladas, por lo que el nimero de bacterias presen-
tes en el pulmdn aumentaba considerablemente en animales con
infecciones virales concurrentes, uremia, edema pulmonar y cone
taminantes del medio ambiente lo que daba como resultado la
muerte del animal.

La técnica de remocidn bacteriana‘aunque permite
determinar el niimero de bacterias viables en pulmén, no per~-
mite saber si las bacterias fueron destruidas in situ o trans-

porfa&as fuera del pulmén por el aparato mucociliar. Jakab y
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Green en 1972 inocularon ratones con un aerosol de S. aureus
etiquetado con fdsforo radijactive (*%P) y observaron que el
nimero de bacterias viables en el pulmdn disminuia con mayor
rapidez que la cuenta radioactiva de pulmén. Estos investiga-
dores concluyeron que la remocidn bacteriana se debe a un efec-
to bactericida local dentro del puimdén y no al transporte fi-

-sico de las bacterias hacia los bronquios y traquea.
II.2 Deposicidon y remocidn de bacterias en traquea y bronquios

E1 principal mecanismo de defensa de traquea y bron-
quios.es el 1lamado aparato mucociliar o carpeta mucociliar.

Las particulas inhaladas, depositadas y atrapadas en el moco
traqueobronquial son eliminadas a través de un transporte fisico
unidireccional. Este transporte permite que las particulas sean
eliminadas del aparato respiratorio superior. E1 aparato o car-
peta mucociliar estd formado por el tejido ciliar y secrecidn
tanto de gldndulas como de células caliciformes. E1 moco estd
dispuesto en dos capas, la mis externa se encuentra en forma de
gel y es mds viscosa; mientras que la capa interna se encuentra
en estado de sol y es por lo tanto més fluida {37).

1 moco descansa sobre los cilios, los que producen
un constante movimiento metacrénico, haciendo que las particulas
depositadas y atrapadas sean desplazadas hacia la faringe para
ser deglutidas (7,31,34,37).

La mayorfa de las investigaciones que se han realizaf
do para estudiar el depésito y remocitn de particuias inhaladas

en t}aquea‘y bronguios se han llevado a cabo utilizando princi-
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palmente dos técnicas generales: una in vitro y otra in vivo.

En la técnica in vitro se ponen cultivos de traquea

en medios y condiciones especificas de laboratorio y es conoci-
da como técnica de explantes traqueales, con ella se ha estu-
diado el desplazamiento de particulas principalmente radiocacti-
vas y ha permitido concluir que la carpeta mucociliar es un me-
canismo efectivo en la remocién de particulas inhaladas (6,10,
19).

La segunda técnica se 1leva a cabo in vivo utilizan-
do métodos quirdrgicos. Anestesiado el animal, se inyecta o se
abre la traquea depositando particulas de caracteristicas fisi-
cas conocidas y midiendo el desplazamiento de éstas (3,7,20,32,
40,39).

Aunque Giordano et al. encontraron una correlacidn

significativa entre técnicas in vivo e in vitro. Otros autores

han demostrado que el uso de anestésicos en la técnica in vivo
deprime la funcidn ciliar por 1o que los resultados pueden ser
dudosos (7). La mayoria de estos estudios de remocidn traqueo-
bronquial se han 1levado a cabo utilizando particulas no via-
bles y en muy pocos casos se ha estudiado la interaccidn apa-

‘rato mucociliar-bacteria (30).



[11 MATERIAL Y METODOS

II1. 1 Animales

Se utilizaron 360 ratones albinos cepa CFW de 30 g de peso
aproximadamente. Los ratones fueron cbtenidos del Bioterio de la Granja
Veracruz de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.
Todos los animales se mantuvieron en observacidon y acendicionamiento du-
rante dos o tres dias. Fueron alimentados con alimento comercial sin an-
tibioticos y agua ad 1ibitum. Los 360 ratones se dividieron aleatoria-
mente en 5 grupos de 72 animales cada uno. Cada grupo se trabajé como
réplica independiente. Dos grupos fueron inoculados con aerosol de

Staphylococcus aureus (S. aureus), dos con Pasteurella haemolytica

(P. haemolytica) y un grupo testigo fue inoculado sélo con aerosol de

solucién amortiquadora de fosfatos (SAF) con pH de 7.2 (Cuadro 1)}.

ITI. 2 Preparacion del indculo

E1 indculo bacteriano se prepard con las cepas de S. aureus
ATCC 29223 y de P. haemolytica (Biotipo A2) obtenidas del cepario del
‘ Departamento de Bacteriologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de Ta UNAM. A partir de una cepa liofilizada se sembrd un
cultivo en medio s6lido en caja de Petri y se incubd durante 24 horas. Se
usd Agar tripticasa soya1 (ATS) para S. aureus y Gelosa sangre2 (GS) para
P. haemalytica. Cuatro a cinco colonias aisladas fueron sembradas en 25 ml

de Caldo infusion de cerebro y corazén® {CICC) contenidos en un matraz

1 Merck, D.R.F. Alemania, Div. México
2 ATS con 5% de sangre de bovino citratada
3 Difco Lab., Detroit, Michigan
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de 50 ml. E1 cultivo se incubd durante 12 horas en agitacion de 76 ciclos
por minuto de temperatura de 37°Cl. De este cultivo se resembraron 20 ml
en 200 m! de CICC contenidos en un matraz de 250 ml y se incubaron duran-
te dos horas en las mismas condiciones de temperatura y agitacidn. Una vez
pasadas las dos horas de cultivo el CICC se centrifugd a 17 700 g a una
temperatura de 10°C durante 10 minutos. E1 sobrenadante se decantd y el
sedimento se lavé resuspendiéndolo en 100 m] de SAF, La suspensidn de
bacterias se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones de temperatu-
ra, velocidad y tiempo que el cultivo en CICC. El centrifugado se decantd
otra vez y el paquete bacteriano se resuspendid en aproximadamente 6 ml

de SAF. La suspensidn bacteriana se ajustd por medio de un espectrofotd-
metro’ a una absorbancia de 1.2 y una longitud de onda {\ )} de 620 nm. La
concentracion de bacterias en el indculo se determind mediante diluciones
decimales hasta la dilucidn 10'7. Con una micropipeta4 se sembraron en me-
dio sélido en caja de Petri tres gotas de 20 ul de cada una de las dilu-
ciones. Después de 24 horas de incubacion a 37°C se determinaron las uni~
dadés formadoras de colonias {(UFC). E1 nimero de bacterias por mililitro

del indculo se calculé mediante 1a formula siguiente:

No. de colonias x factor de dilucion _
. 0080 ml = YFC/ml

1 Forma Scientific, M. Ohio
2 Beckman Inst. Inc., Fullerton CA.

3 Bausch & Lomb

4 Brinkmann Instruments, Inc., Westbury, N.V,



[11.3 lnoculacion

Tanto S. aureus como P. haemolytica se inocularon por
aerosol durante 10 minutos. Se utilizd una camara de plexiglass (29)
sellada donde se. introdujeron por separado los 72 ratones de cada una de
las réplicas. Esta camara contaba con tres nebulizadores1 donde se
repartieron y depositaron los 6 ml de! indculo bacteriano. E1 aerosol se
generaba mediante el paso de aire a los nebulizadores a partir de una
compresora2 a una presién de 0.703 kilogramo por centimetro cuadrado. La
circulacidn y distribucidn del aerosol se asequraba por la accidn de una
bomba de vacio con un filtro para evitar la salida de bacterias al exterior
de la camara (figura 1). Inmediatamente después de la inoculacidn de los
ratones se transportaron al laboratorio de Bacteriologia de la Facultad

de Medicina Veterinaria y Zootecnia (UNAM) (cuadro 2).

I11.4 Sacrificio y obtencion de muestras

Los animales se anestesiaron con una dosis de barbitiiricos3
(7.877 mg/q de peso), se pesaron en una balanza digita]4 y se colocaron
en posicion de decibito supino, con 1os miembros en extenci6n fijados a
una plancha de parafina. La piel de la reqifén tordcica y abdominal se
desinfecté con un algoddn conteniendo cloruro de benzalconio®. Con tijeras

se abria la cavidad abdominal, se localizaba Ja arteria renal izquierda y

" se seccionaba causando una muerte por exanguinacidn. La cavidad

abdominal se cerraba con pinzas, dejando una gasa dentro para evitar

1 DeVilbiss Co. Somerset, P.A., D.V. de México

2 Fabricantes de Equipos para Laboratorio e Industrias S.A.,Jal.,México
3 Anestesal, Lab. Norden de México, México

4 Ohaus Scale Corp., Florham Park, N.J.

5 Equipos Médico Quirdrgicos S.A., México
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la salida de sangre. Para extraer 1a trdquea se abria la caja toricica
mediante dos incisiones paracostales hasta exponer los pulmones. La
tréquea se pinzaba y se separaba del esdfago con un bisturi. Se hacia un
corte inmediatmente por debajo de la laringe y otro a nivel de la
bifurcacién traqueal, depositandose la traquea en una caja de Petri
estéril. Para la determinacion del nimero de bacterias, se maceraron
las trdqueas en grupos de tres en tubos maceradores1 conteniendo 2 ml de
SAF utilizando un rotor e1éctric02. A partir del macerado (dilucion 10°)
se realizaron diluciones decimales hasta 10~3. Cada una de las diluciones
se sembraron depositando 10 gotas de 20 ul en medio sGlido en caja de Petri
y después de secadas las gotas se incubaron a 37°C durante 24 horas.
Mediante el ndmero de colonias contables en las diferentes diluciones

se calculd el niimero de bacterias en triquea usando la siguiente formula:

No. de bacterias por _ No. de colonias x 2 ml x_factor de dilucion + 3

triquea
Donde:
No. de bacterias por = Niimero de S. aureus y P. haemolytica depositadas
triquea en triquea en Tos diferentes intervalos de tiempo
postinoculacidn
No. de colonias = Nimero de UFC presentes en las 10 gotas, a una

dilucion contable

N
u

Nimero de mililitros de solucion amortiguadora de
fosfatos adicionados al tubo donde se maceraron
las traqueas

Factor de dilucion al que se realizd la cuenta de

factor de dilucidn

UFC

0.2 = Volumen de mililitros sembrados en la caja de Petri
(10 gotas de 0.020 m1)

3 = Nimero de trdqueas contenidas en cada tubo macerador

1 Pyrex, Corning G1ass works, C.N.Y,
2 Caframo, Ontario, Canada
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Una vez sacada la traquea los pulmones se extraian y
depositaban en una caja de Petri estéril; utilizando un bisturi se
separaban los pulmones de los bronquios principales y se depositaban
dentro de un macerador en grupos de 3 pulmones. Se agregaban 10 ml de
SAf y se maceraban y sembraban de manera idéntica a la descrita para
las trdqueas. E1 nimero de bacterias por pulmdn se calculd utilizando la

siguiente fdormula:

No. de bacterias No. de colonias x 10 ml x factor de dilucidn
por pulmon 0.7

Donde:
No. de bacterias = Numero de S. aureus y P. haémolytica depositadas en
por pulmén pulmén en Tos diferentes intervalos de tiempo
postinoculacidn.
No. de colonias = Nimero de UFC presentes en.las 10 gotas, a una

dilucidn contable.

»

10 = Nimero de mililitros de solucion amortiguadora de
fosfatos adicionados al tubo donde se maceraron los
pulmones.

factor de = Factor de dilucidn al que se realizd la cuenta de

dilucion UFC.

0.2 = Volumen de mililitros sembrados en la caja de Petri

(10 gotas de 0.020 m)

3 ‘ = Nimero de pulmones contenicdos en cada tubo macerador
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Figura 1. Aparato de inoculacidn por aerosol *(Diagrama de flujo de aire)

*Aparato disefado por J Martinez Burnes (29)
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CUADRO 1. NUMERO DE REPLICAS Y DE RATONES UTILIZADOS EN LOS DIFERENTES
INTERVALOS POSTINOCULACION

No. de ratones y tiempo de sacrificio (horas)

Tratamiento Rep*
0 2 4 8 12 24 48 72
S. aureus 1 9 9 9 9 9 9 9 9
S. aureus 2 9 9 9 9 9 9 9 9
Eotal = 144
P. haemolytica 1 9 9 9 9 9 9 9 9
P. haemolytica 2 9 9 9 9 9 9 9 9
i ) ) total = 144 )

Control 1 9 9 9 9 9 9 9 9
total = 72

gran total = 360

* Rep = réplica

~ CUADRO 2. CONCENTRACION DEL INOCULO, VOLUMEN INOCULADO Y TIEMPOS OF
INOCULACION EN LOS RATONES EXPUESTOS A AEROSOLES DE

S. aureus O P. haemolytica

Concentracion Mililitros Tiempo de
Tratamiento Réplica del 1indculo inoculados inoculacion
S. aureus 1 1.45 x 107 6 10 min
S. aureus 2 5.00 x 10 6 10 min
P. haemolytica 1 3.83 x 10° 6 10 min
P. haemolytica 2 3.50 x 10° 6 10 min

SAF control ' 0 6 10 min
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IT1.5 DISERO EXPERIMENTAL

Para este estudio se utilizaron 360 ratones formindose 120
unidades experimentales. Cada unidad constaba de 3 triqueas y los valores
obtenidos se compararon estadisticamente con los obtenidos de los pulmones
que formaron parte de una investigacion colateral pero independiente de
esta tesis. De acuerdo al tratamiento se formaron tres grupos

(P. haemolytica, S. aureus y testigo). Los grupos inoculados con bacterias

contaron con dos réplicas experimentales cada uno, mientras que el grupo
testigo sdlo tuvo una réplica (cuadro 1)

Las siguientes hipdtesis nulas fueron probadas:

Efecto principal: Hipotesis nulas:

Bacteria P. haemolytica = S. aureus

Organo Traquea = Pulmdn

Tiempo Hora0 =2 =4=8=12 =24 =48
Réplica Réplica 1 = Réplica 2

_ La variable nimero de bacterias por trdquea y pulmon se
analizaron bajo el siguiente modelo:

Yijk] = .+ B1 + Rj + Hk + Oi + BRij + BHik‘+ BOi] + Eijkl

Donde

uw = media general

B =.efecto de la i-ésima bacteria

R = efecto de la j-ésima réplica

H = efecto de 1a h-&sima hora

0 = efecto del 1-ésimo Organo

BR = interaccion entre la i-8sima bacteria y la j-ésima réplica

interaccidn entre la i-&sima bacteria y la k-ésima hora
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BO = interaccidn entre la i-8sima bacterfa y la k-ésima hora

error aleatorio NI (0, o2e).

fm
n

E1 andlisis estadistico1 se realizd utilizando la
transformacion logaritmica base 10 (log 10) de la variable nimero de

bacterias.

1 SAS Institute Inc., Raleigh, N.C., U.S.A,



IV RESULTADOS

E1 nimero de S. aureus depositados en la traquea inmediatamen-
te después de la inoculacidn por aerosol fué considerablemente menor al ni-
mero de bacterias depositadas en el pulmdn (cuadro 3). En el caso de
P. haemolytica también hubo una menor deposicion de bacterias a las cero
horas en la traquea comparada con el pulmén, sin embargo esta diferencia
fué menor que en el caso de S. aureus (cuadro 4). No se observaron diferen-
cias significativas p > 0.05 entre el nimero de UFC de S. aureus y
P. haemolytica en las traqueas a través de las diferentes horas o entre
las diferentes réplicas, sin embargo hubo una diferencia altamente signifi-
cativa (p < 0.0001) en el nimero de UFC entre la hora cero y las demas
_horas postinoculacidn. La transformacion logaritmica del nimero de UFC
mostrd diferencias entre la hora cero, 2y 4 y 24, 12 y 48 (cuadro 5).

En los ratones expuestos al aerosol con P. haemolytica se
observd una diférencia significativa (p < 0.0001) en e} nimero de UFC pre-
sentes en la traquea comparada con el pulmdn (cuadro 4). No hubo diferencias
significativas (p > 0.05) entre las réplicas cuando se analizd el nimero
de UFC, pero si (p > 0.04) cuando se utilizé 1a transformacién logarit-
~ mica (cqadro 5).

En los animales expuestos al aerosol con S. aureus también
existid una diferencia significativa (p< 0.0002) en el nimero de UFC presen-
tes en la traquea comparada con el pulmén (cuadro 5). No hubo efecto de ré-
plica utilizando los valores de UFC pero si hubo (p < 0.0001) cuando se
usd la transformacion logaritmica de las UFC.

La retencifn de bacterias tomada’como indice no mostrd

diferencias significativas entre réplicas o entre bacterias sin embargo

18
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la transformacion logaritmica si mostrd diferencias significativas

(p < 0.009) entre S. aureus y P. haemolytica. Se encontrd una diferencia
altamente significativa (p < 0.0001) entre los valores de retencidn
bacteriana en los diferentes tiempos postinoculacion {cuadros 7.8,9,10 y
figuras 2,3).

Los efectos de 1a interaccidn réplica-drgano, réplica-hora y
organo-hora para el nimero de UFC e indices de retencion (INRET) se
muestran en el cuadro 12. Asi mismo las correlaciones entre hora y UFC

y entre hora } retencién para cada bacteria estin resumidos en el cuadro 11.




INDICE DE RETENCION BACTERIANA

-Fig. 2.Indice de retencion bacteriana de la traquea (INRET) en ratones inoculados
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- CUADRO 3 . UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC) DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS EN TRAQUEAS
Y PULMONES EN LOS DIFERENTES INTERVALOS DE TIEMPO.

U F C (X D.E)

Réplica Hora Trdquea Pulmon
1 00 1.753x10* + 1.964x10*  1.340x10° + 1,047x10°
02 3.933x10° + 4.061x10°  4.956x10° + 1,721x10°
04 2.000x10°% + 2.291x10°  1.820x10° + 1,326x10°
. 08 0.000 0.000 5.416x10* + 1.977x10"
12 6.333x10! + 1.096x102  1.466x10" + 7,059x103
24 2.000x10! + 1.000x10'  1.500x10° + 7,566x102
48 1.000x10% + 1.732x10'  2.833x10% + 1,527x102
2 00 1.004x10° + 6.581x10°  7.283x10° + 3.666x10°
02 3.400x10° + 1.385x10°  3.416x10° + 2,199x10°
04 2.323x10° * 1.612x10°  1.325x10° ¢ 4,023x10“
08 9.600x10% + 3.260x10°  2.533x10" + 3.685x10°
12 1.456x10° + 2.300x10°  7.783x10° t 3.295x103
28 4,603x10° + 4.009x10°  3.116x10* + 2,171x10"
+ 1.859x10%  1.633x10* *+ 1.899x10*

48 1.623x10°

a2c



CUADRO 4 . UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC) DE PASTEURELLA HAEMOLYTICA EN TRAQUEAS
Y PULMONES EN LOS DIFERENTES INTERVALOS DE TIEMPO.

U F € (X=*D.E.)

Réplica Hora Traquea Pulmon

1 00 1.446x10° + 1,183x10° 4,716x10° + 3,015x10°
02 1.300x102 + 1.014x10% 1.628x10% + 1,387x10°
04 1.700x10° + 2,857x10° 4,316x10" *+ 1,909x10"
08 0.000 0.000 4,166x10°% + 5,923x10°
12 0.000 0.000 7.290x10% + 4.160x102
24 0.000 0.000 0.000 0.000
48 0.000 0.000 0,000 0.000

2 00 1.216x10" + 3,547x103 2.966x10° + 2.081x10"
02 1.666x10% + 1.761x10° 1.783x10°% + 7.637x103
04 7.110x10% + 1,177x10% 1.333x10% + 2.886x10"
08 0.000 0.000 0.000 0.000
12 0.000 0.000 0.000 0.000
24 0.000 0.000 0.000 0.000
48 0.000 0.000 0.000 0.000

€2



(JADRQ & . UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS LOGARITMICAS (UFCLOG) PRESENTES EN TRAQUEAS Y
PULMONES DE LOS RATONES INOCULADOS CON AEROSOLES DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS.

UFCLOG (X = D.E.)

Réplica Hora Traquea Pulmon

1 00 9.2969 + 1,2152 13,9220 + 0.7180
02 7.9173 + 1.0216 13.0680 + 0,3816

04 5.2419 + 4,5727 11.9503 + 0.6710

08 0.0 0.0 10.8467 + 0.4162

12 1.7507 + 3.0324 9,.5025 + 0.5432

24 2.9588 + 0.5233 7.1988 + 0.6304

48 ' 1.1446 + 1.9826 5.5514 + 0,5475

#

2 00 11.5155 + 0.0644 13.4216 + 0,4664
. . 02 8.0815 + 0.3774 12.6161 + 0.5932

04 7.4420 + 1,1157 11,7592 + 0.3352

08 6.8285 + 0,3462 10,1331 ¢ 0,1414

12 5.6169 *+ 2.6409 8.9008 + 0.4190

24 7.8573 + 1.6134 10.1715 + 0.7407

48 4.6591 + 1,1084 9.0460 * 1.5536

74




CUADRO 6 . UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS LOGARITMICAS (UFCLOG) PRESENTES EN TRAQUEAS Y
PULMONES DE LOS RATONES INOCULADOS CON AEROSOLES DE PASTEURELLA HAEMOLYTICA.

UFCLOG (X % D.E.)

Réplica Hora Traquea Pulmon
1 00 11.1751 + 1,8947 12.9353 + 0.6088
02 4.6359 + 0.8879 11,5509 + 1,3573
04 5.4472 + 2.6662 10.6076 + 0,4419
- .08 0.0 0.0 7.4770 = 1.6210
12 0.0 0.0 6.4259 + 0,7805

24 0.0 0.0 0.0 0.0

48 0.0 0.0 0.0 0.0
2 00 9.3785 = 0,2887 12.5988 + 0.0692
02 4.7632 + 1.0013 12.0908 ¢ 0,0431
04 6.5901 + 3.2562 11.7832 + 0.2340

08 0.0 0.0 0.0 0.0

12 0.0 0.0 0.0 0.0

24 0.0 0.0 0.0 0.0

48 0.0 0.0 0.0 0.0

G




CUADRO 7 . INDICES DE RETENCION BACTERIANA (INRET) EN TRAQUEAS Y PULMONES EN LOS
ANIMALES INOCULADOS CON STAPHYLOCOCCUS AUREUS EN LOS DIFERENTES INTERVALOS

DE TIEMPQ.

Traquea Pulmon

Réplica Hora % 3
1 00 100, 0000 100.0000
02 22.4334. 36.9900
04 11.4068 13.5821
08 0.0000 4,0422
12 0.3612 1.0945
24 0.1140 0.1119
48 0.0570 0.0211
2 00 " 100.0000 100.0000
. 02 . 3.3864 46,9108
04 2.3140 18.1922
08 ) 0.9561 3.4782
12 1.4508 1.0686
24 4,58649 4.2791

48 0.1616 2,2425
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CUADRO 8 . INDICES DE RETENCION BACTERIANA (INRET) EN TRAQUEAS Y PULMONES EN LOS
ANIMALES INOCULADOS CON PASTEURELLA HAEMOLYTICA EN LOS DIFERENTES INTERVALOS

DE TIEMPO.
Traquea Pulmdn
Réplica Hora % %
1 00 100.0000 100.0000
02 0.0898 34.5230
04 1.1751 9.1519
08 0.0000 0.8833
12 0.0000 0.1545
24 0.0000 0.0000
48 0.0000 0.0000
2 00 100.0000 100. 0000
02 1.3698 60.1124
04 58.4383 44.9438
08 0.0000 0.0000
12 0.0000 0.0000
24 0.0000 0.0000

48 0,0000 0.0000

Le



CUADRO 9 . INDICES DE RETENCION LOGARITMICA (INRETLOG) PRESENTES EN TRAQUEAS Y PULMONES DE LOS

RATONES INOCULADOS CON AEROSOLES DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS.

INRETLOG (X ¢ D.E.)
Réplica Hora Traquea Pulmén
1 00 4,1538 + 1.1945 4.433 + 0,711
02 2.8303 + 0,9652 3.5943 + 0.3701
04 1.8468 + 1.6796 2.5404 + 0.6240
08 0.0 0.0 1.5853 + 0.3219
12 0.2447 + 0.4238 0.7171 + 0,2607
24 0.1071 + 0,0512 0.1052 + 0.0513
48 0.0526 + 0.0911 0.0208 + 0.0111
2 00 4,6137 + 0.0637 4.5397 ¢+ 0.4619
02 1.4481 + (.2946 3,.7491 + 0.5808
04 1.0901 + 0.6125 2.9232 + 0.3154
08 0.6618 + 0.1658 1.4951 + 0.1104
12 0.6206 + 0.8777 0.7113 + 0,2142
24 1.4560 + 0.9901 1.5549 + 0,5742
48 0.1418 + 0,1533 0.9558 + 0.8133

"8z



~ CUADRO 10. INDICES DE RETENCION LOGARITMICA (INRETLOG) PRESENTES EN TRAQUEAS Y PULMONES DE
LOS RATONES INOCULADOS CON AEROSOLES DE PASTEURELLA HAEMOLYTICA.

INRETLOG (X ¢ D.E.)

Réplica Hora Traquea Pulmon

1 00 3.9579 * 1.8027 4.4890 + 0.6024
02 0.0846 + 0.0638 3.1700 t 1.2611
04 0.5207 + 0.8431 2,2651 + 0.3959
08 0.0 0.0 0.4988 * 0.6120
12 0.0 0.0 0.1417 ¢ 0.0781
24 0.0 0.0 0.0 0.0
48 0.0 0.0 0.0 0.Q

2 - 00 4.,5877 + 0.2858 4,6135 + 0.0685
02 ' - 0.7506 + 0.5599 4,1121 + 0.0424
04 2,.3810 + 2,5154 3.8108 + 0,2285
08 0.0 0.0 0.0 0.0
12 0.0 0.0 0.0 0.0
24 0.0 0.0 0.0 0.0
48 0.0 0.0 0.0 0.0

6¢




CUADRO 11. CORRELACION ENTRE HORAS ¥ UFC, UFCLOG,

INRET E INRETLOG

Bacteria Organo UFC UFCLOG INRET INRETLOG
_ .P..-_;\;;emol ytica pulmdn -0.481*%* -0.749*%* -0.517** -0.656**
P. haemolytica tradquea -0,229** -0.596** -0,335% -0.428**
$. aureus pulmon =0.422** -0.796%* -0.455** -0.703**
S. aureus traquea -0.303** -0.460** -0.342% -0,537%*

**p - 0.01

(113



CUADRO 12. SIGNIFICANCIA DE LAS INTERACCIONES REPLICA-ORGANO, REPLICA-HORA Y ORGANO-HORA EN LAS

VARIABLES UFC, UFCLOG, INRET E INRETLOG.

Interaccign(*)
Bacteria Variable Réplica*Organo Réplica*Hora Organo*Hora
P. haemolytica UFC 0.7899 0.0137 0.0001
P. haemolytica UFCLOG -0.0058 0.0001 0.0001
P. haemolytica INRET 0.9826 0.2834 0.2657
P. haemolytica INRETLOG 0.5580 0.0076 0.0001
S. aureus UrC 0.1849 0.7171 0.0001
S. aureus UFCLOG 0.0001 0.0094 0.0344
S. aureus INRET 0.6206 1.0000 0.8433
S. aureus INRETLOG 0.2705 0.0135 0.0138

1€ -



v DISCUSION

E1 ndmero de S. aureus depositado en las trdqueas y los
pulmones resultd ser inversamente proporcional al nimero de bacterias
presentes en el indculo, estos resultados paraddjicos son consistentes
con tos encontrados por Laurenzi et al. en 1964 (21 ). Estos investigadores
encontraron que a mayor concentracion de S. aureus en el indculo menor
deposicidn de esta bacteria ocurria después de Ta inoculacidn por aerosol.
Observaciones similares han sido descritas también por Lopez en 1981
(24 } y por Martinez en 1984 (29 ), sin embargo estos G1timos investigado-
res lo reportaron con P, haemolytica y esta bacteria no demostrd un
comportamiento similar en la presente investigacion. Es muy probable que
estas diferencias en resultados se deban principalmente al nimero reducido
de réplicas que se utilizaron.

A la fecha no se ha esclarecido completamente el por qué
existe una correlacion negativa entre dosis del indculo y deposicidn en
los pulmones. Laurenzi et al. en 1964 (21 ) sugieren que una alta
concentracion de bacterias en un volumen determinado predispone a la
formacton de aglomerados bacterianos. Estos agtomerados por su mayor
tamaiio son retenidos en la cavidad nasal y no alcanzan a penetrar hasta
la traquea y pulmon. Lillie y Thomson en 1972 (23 ) también sugieren que
la tendencia de las bacterias a aglomerarse estd dada por las caracteristi-
cas de su capsula. Finalmente Martinez en 1984 (29 ) sugiere que la
correlacion negativa se debe a que el nimero de UFC no refleja con
precisidn el nimero de bacterias presentes en el pulmdn a la hora cero.

El nimero de bacterias depositadas en el pulmon fue considerablemente

mayor al depositado en la triquea, esto es probablemente debido a la mayor

32
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superficie de contacto que presenta el pulmdn en comparacidn con la
traquea (12 ). Otra posible explicacion podria ser el pequefio

tamafio de las particulas generadas por el aparato de aerosol que no haya
permitido su deposicion en trdquea pero si en bronquios, bronquiolos y
alvéolos (35 ).

No se observaron efectos de réplica significativos a pesar de
haberse utilizado dosis iniciales de bacterias ligeramente diferentes, por
1o que se sugiere que este modelo experimental de inoculacion es bastante
confiable, Esta confiabilidad ha sido también reportada para el mismo
aparato por Martinez et al. en 1984 (29 ) y por Lépez et al, en 1982 (26 ).

Debido a que no existen experimentos similares no es posible
comparar con otros estudios los patrones de remocidn de S. aureus y
P. haemolytica encontrados en la trdquea. Sin embargo es claro que los
indices de remocion bacteriana traqueal difieren considerablemente de los
observados en los pulmones de los mismos animales o de los descritos en
otras investigaciones (16,21,23 ),

La remocidn traqueal de P. haemolytica fue mucho mis rdpida
que la remocion de S. aureus. Es dificil explicar esta diferencia tan
marcada presente en la trdquea pero no en el pulmon. Pijoan gg_él.(33)
sugieren la presencia de sustancias bactericidas en el moco traqueal y no
se puede descartar la posibilidad de que esta sustancia tenga mucho mayor
efecto en S. aureus que en P. haemolytica. Tampoco se puede descartar la
posibilidad de que algunas o todas las P. haemolytica presentes en la
traquea se hayan originado del pulmdon y transportado posteriormente hacia
1a trdquea a través del movimiento producido por la carpeta mucociliar.
Esta (1tima idea es poco probable ya que investigaciones realizadas con

bacterias radioactivas indican que éstas son destruidas in situ en el
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pulmon (12 ).

Finalmente la diferencia entre la remocion tragueal de
S. aureus y P. haemolytica pudo deberse simplemente a variaciones
especificas presentes entre diferentes bacterias; estas variaciones han
sido bien documentadas en la remocidn pulmonar por lo que se considera
que cada bacteria y en algunas ocasiones diferentes cepas de ta misma
bacteria tienen sus patrones de remocidn caracteristicos (15,23,36).

La transformacion Togaritmica de las UFC mostrd un efecto
favorable en el andlisis de varianza. Estos resultados son consistentes
con los observados por Lopez en 1982 (26 ) y Martinez en 1984 (29 ).

Este efecto favorable se debe de acuerdo a Holt (14 ) a una reduccion en
las variaciones de los valores encontrados dentro de los grupos producién-
dose asi una distribucidn con tendencia normal de los valores. Este
investigador también sugiere que la transformacién logaritmica produce
una independencia entre la media y la varianza produciéndose asi una
aditividéd de los efectos. Este efecto favorable de la transformacion
logaritmica hace mucho mas fuertes las correlaciones entre horas
postinoculacion y nimero de bacterias en trdquea y pulmén.

Una vez ya establecidos los valores normales de remocion
bacteriana traqueal, seria de gran interés en futuras investigaciones
estudiar el efecto de infecciones virales concurrentes. Sobre todo comparar
si 1a interaccidn virus-bacteria se comporta en la trdquea en forma parecida
a la descrita por Jakab (16 ) y Green (12 ) en el pﬁlmén.

Seria interesante también investigar si la lesion traqueo-
bronquial inducida por virus respiratorios predispone a una mayor deposicidn

de bacterias en forma similar a la reportada in vitro en cultivos celulares.
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Como conclusiones del presente trabajo podemos

mencionar:

l.- Las traqueas mostraron menor deposicion de bacterias que
l1os pulmones, como consecuencia de su menor area de exposi-
cién'y del tamafio menor de las particulas inoculadas.

2.- No hubo efectos de réplica significativos en el andlisis
estadistico, 1o que apoya la confiabilidad del modelo ex-
perimental utilizado.

3.- La remocién traqueal de P. haemolytica fué mds rdapida que

la de §. aureus.
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