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infeccidn grave y no controlada los recién na:iduskpuedenf:ursar

con neutropenia absoluta y alto riesgo ﬁe_huerte,(l?)-'

El sistema retlculoendotelial, ':tamﬁigni?llamédo sistema
fagocltico mononuclear (37D, deseﬁpeﬁa un impo%taﬁte papel en la
depuracidn de bacterias en pa:iente; bacteridmicos (idd. Esta
funcidn se hace evidente en paclentg; y animales asplédnicos
anatdmica o funcionalmente, los cuales presentan mayar

susceptibilidad a las infecciones por bacterias encapsuladas,

principalmente Streptocotcus pnetmonise, Haemophilus influencae,

Escherichia coli v Klebsiella pheumoniae (3d,49,78).

En cuanto a la evidencia experimental, se ha demostrado que
la depuracibdn de neumocncos por macrbfagos alveolares pulmonares
de ratas recibn nacidas es deficiente (2&) ¥ que la depuracibn
reticuloandotelial de neumococos en el higqado y el bazo de
cobavos adultos requiere de la presencia de anticuerpos
anticapsulares especificos y complemento (9). El grado de
bacteriemia por Klebsiella En-u&ngiag en ratas tambibdn se reduce
notablemente al administrar anticuerpos anticapsulares

especificow (28).

'Fl fenbmeno de opsonizacidn de particulas fagocitables
facilita e] proceso de reconocimiento de las mismas por «células
tagoclticas. S6in embargo, el recién nacido presenta deticiencias
parciales de varios factorses del complemento (11,438) y dificultad
en 1a activacidn del sistema de complemento (1,75%¢ a8l como wuna
cantidad insuficiente de anticuerpos <(d41,69,81), 1o cual

dificulta ] mecanismo de fagocitosis ¢(33).
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Los .macrqfagos fijng a}yéqlénes-ae; huésped rnieonato pérecen
Eenet._ung'cépa:idé&”fagoclfiEé:ﬁﬁ;mlnu!da 112> y la capacidad
bacterigida de las céiﬁlas qglxﬁjklg@h:monnnuclear fagocttico en
béneral. pugdp neh_.nohm%i‘éééi;"}stémpré y cuando havan sido
estimuladég previameﬁte'“ fé).,‘ ﬁoh ;ejempln can productos
bacterianos como las endoton;nas de bacterias gram—négativas o

lipopolisacAridos (5&,72,90,96).

Estas anotaciones orientan & pensar que la funcién de
depuracidn retlfculoendotelial de Klebsiella pneumonjae en el
hudsped recién nacido sea deficlente y pueaa contribuir a lJa
mayor susceptibilidad del neonato a intecciones graves por esta

bacteria.

La tinalidad del presente trabajo es lograr un mejor
entendimiento del funcionamiento de)] sistema retfculaoendotelial
ern hudspedes neonatos con sepsis por esta bacteria encapsulada
que evade la fagocitosis ante la falta de opsoniras especlficas
(29,30). Con tal propdsito, hemos desarrollado un modelo animal
de sepsis sxperimental por Klebsjiella preumoniae en ratas Wistar
recibn nacidas, el cual empleamos para investigar la funcidn de
depuracidn bacteriana vy contrastar ditha funcidn con la de

animales adultos infectados con la misma bacterias



tisulares fijos?.

Cuandn se prndu:e.ha:tér!eﬁiﬁ. la'depura;iaq1de :Sa:teﬁias
por el sistema _manonucleér'aféaﬁtitjéu lfSHfi desempefa  un
importante papel.en,él'qoﬂfrbl;ae;gaétégofzéé#tiéé;‘ fid)- Esta:
funcidn de limpie:a eszlleyadaf;'tasu pfinéjbalheﬁte por los
macrbfagos fijos localizados ;n 1os.:€iﬁusoides sanguineos de
higado., bazo v médula bsea vy pﬁé lvs macrbfagos alveolares
pulmonares (S). Esta actividad faqncltica de depuracidn se lleva

a cabo en un 85% a F0% por los macrdtfagos de higado y bazo (31).

La ausencia anatdmica o funcional del ba:zo aumenta
notablemente 1a susceptibilidad a las infecciones por bacterias
encapsuladas, 1o cual hace evidente la importancia de este Argano
en el proceso de depuracidn bacteriana (933- Una manera de
subsanar esta deficiencia es administrar al hudsped asplénico
anticuerpos antjcapsulares especfficos, to cual tavarece
significativamente la depuracidn de estas bacterlas por el higado
y suple mids o menos eficientemente la ausencia del bazo,
limitando las infecciones graves por tales agentes. Esto puede

observarse particularmente con Streptococcus pneumoniae (9 y con

lebajella pheumgniae (28).

La funcidn de depuracibn bacteriana que desempefian los
macrbéfaqos alveolares pulmonares parece tener importancia en
etapas tempranas o incipientes de la bacteriemia por neumococcos
(d45). 8in embargo, esta actividad de depuracidn se hace poco
eficiente despuds, tuando vya se ha establecido el proceso de

septicemia por esta bacteria (7).
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éuandu la bacteriemia es prolongada, Eepetitiva o de gran
magnitud, la depuracibn hephtica v Ia esplinica adgquieren gran
importancia para controlar la septicemia- Estos hallazgos han
sido ohservados en animales infectados experimentalmente con
neumocecos (10 vy es probable gque suceda igual con wotras

bacterias encapsuladas-

La importancia de las cklulas fagoclticas en la eliminacibn
de materia o particulas exteadas de la sangre fue expuesta por
Metchpnikoff a fines del siglo XIX. En los afiecs siguientes, se
propuso  la existeoncia de factorves humorales en el sueroc inmune
que actuarlan sobre las bacterias para facilitar su
reconocimiento vy fagocitosis por leucocitos prolimorfonucleares y
macrdfagas. Wright y Douglas, en 1303, denominan a tales factopres
como opsoninas (del qgriequ opsoneint gpreparar comida parac..),
contribuyendo ast a cerrar la brecha entre las teorlas humoral vy

celular de la respuesta inmunolbgica (91)-

Los anticuerpos de las clases IgM # 1gG v el factor C3b del
complemento son las principales opsoninas que actdan sobre las
bactearias y otras particulas extrafias al huésped para favorecer
su fagocitosis y eventual destruceidn en las cdlulas fagoctticas.
Los Jeucocitos polimorfunucleére! ¢(PMNsY vy los munﬁ:itos ¥
macrbfagos tienen en sus membranas celulares receptores de
superfticis para C3b v para la fraccibn trigtalizable (FcY de las

inmunoglobulinas IgG y en menor proporcidn para IgM (21,46%.

Aunque los PMN$ son fagocitos mds activos que los manocitos

circulantes, su capacidad bactericida en estudios in vitro es



simftav {100y, la cual se ha demostrado al retarlos con E. goli

(21,557,767 o0 Staphylococcus aurens (?6.107}'oﬁsnnt:adus [4-17 T

fuente adecuada de complemento.

Al  comparar la actividad "funcional in vitro de PMNs vy
manccitos de recidn nacidos con la de fégncitps de adultas, se ha
ohservado gque en presencla de sueroc normal les PMNs de neonatos
tienen similar capacidad fagocltica v bactericida gque los de
adultos (23,24,31,338,65,24). 8Sin embargo, tal capacidad se wve
disminulda en los neonatos sometidos a tensidn ("stress") por
circunstancias clinicas tap variadas come seps:is, idnsuficienctia
respiratoria e hiperbilirrubinemia €3,36.39,64,66,70,95,111%. En
cuanto a los monocitos, e ha reportado en los reclén nacidas
actividades de faqﬁcieosis y capacidad bactericida similares a
las de monocitos de adultos (57,76,100,108). En ambos tipos de
ctlulas fagocliticas sg# han encontrado deficjencias en »u

movimientno dirigido o quimiotaris (54,56,57,67,82,102,107).

La inmunidad bhumoral en el neonatn es deficiente, pues si
bien puede producir todas las clases de inmunoglobulinas al
nacimignto, na e% capar de producir cantidades medibles Je
anticuerpos especificos (&1). Tomando en comnsideracidn gque la
transforancia de IgG de Ya madee al  producteo se efectba
principalmente durante ¢} Altimo <trimestire del embarazo._ ia
cantidad de Ig0B en el recidn nacido serd menar tyanto menaor sea
s edad gegstaclonal (38,15 A pesar de gque el recidfn nacido de
tdrmineg puede tener mayvores niveles de IgG, superlares ep 5% a

10% de los de la madre, la pspecificidad de tales ankicuerpos



depende de la experiencla inmunolbégica de.la madre'CQBS-ﬁ

Los anticuerpos contra bacterias ' gram-negativas camo-:

Balmonella y Escherichia goli snn_ﬁfimaniéménbe_de la:clase IgH ¥
aungue bay algunos de clase IgG, géﬁef&lhénéercﬁrréspﬁndén a la
subclase 1qG~2, 1os cuales soﬁ_transferidds de 1a madre al feto
en menor proporcidn ¢62). Esetas observaciones concuerdan ton el
hallazqgo de anticuevrpos especificos contra Klebsiella gneuménige
en Si0X de las muestras de suero de S0 gadrres mexlcanas estudiadas
en  nuestro labnratorin. en tanto que sbdlamente en un S% de los

recién nacgidos se dJetectaron tales anticuerpos (40).

] La actividad v los componentes del complememto en el recikn
nacido alcanzan apenas un 50% a 75% de los valores normales del
adulto (1.,92), In:nntr&ndose_valures mAs bajos cuanto menor es la
edad gestaciconal ¢75). La activacibn de 3 por Escherichia coli

K=1 y por Klehsjella pneumonjae es deficiente en el neanato

(110). Esta observacidn parece estar mds relacionada con una

deficiente activacidn de la via alterna ¢n los recidn nacldos
{1,61)», vya que al adicionar IglG al suero de neonatos en los
snsayos in vitro, con la finalidad de favorefer la activacién de
la via clasica del complemento {(dd), se 1logra wuna eficliente

opsenizacibn de diferentes bacterias encapsuladas (6&1).

La principal causa de septicemia neonatal en el Hospital

Infantil de México es Klebsiella pneumoniap y en segundo lugar se

sncuentra Eschervichia coli (633 Un patrdn similar ha sido
observado en la unidad de terapia intensiva negsnatal del Centro

Médico Nacional en la ciudad de Minjco (105,106%. Estas dos



por la wvia clasica 'y lograr asl, ademas de un efecto
bacteriolltico directo, una opsonizacidn adecuada para gque la
bacteria ep cuestitn sea reconocida, fagocitada y destrulda por

las células faqoclticas del hudsped.

Estudios en ratas (30 v en ratones (Z9) han demostrado que

las cepas de Klehsiella pnepumoniae gue producen mayor cantidad de

polisacdrido capsular s¢on mds virulentas. E1 grado de hacteriemia
¥y la mortalidad se reduce notablemente al administrar a los
animales con infeccidn experimental anticuerpos especificos
contra los polisacdrides capsulares de las cepas de KkKlebsiolla
pneumoniae inoculadas (29,30,40) Este mismo ¢fecto se obtiene en
#l caso de anticuerpes anticapsulares especificos administrados a

cobayos con sepsis por neumococos (10).

Los experimentos gque han utilizado animales no dinmunes,
deficientes de complemento y especificamente de C€d han mostrado
que es necesaria la integridad de la via alterna del complemento
para que se# lleve a cabo una adecudada depuracidn de neumococos en
el bazo (7> y gue, cuando se encuenktran presentes anticuerpos
anticapsulares especlficos vy se cuenta con una via alterna del
complemento intacta, la depuracibn de neumococos virulentos,
provistos de una chpsula abundante, se lleva a cabo
preferentemente en #l higado (8,10). Estas observaciones avudan a
comprender la susceptibilidad del hudsped no inmune a este tipo
de bacterias encapsuladas, como serla el caso del recién nacido,
la exagerada susceptibilidad del huédsped asplénico no inmune y la
eficacia protectora de¢ los anticuerpos anticapsulares en estas

situaciones clinicas (SO).
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A diferencia de los estudieos in vitroa , que no muestran
alteracibn en la capacidad de fagocitosis y muerte bacteriana de
los monocitos de recikn nacidosy en modelos de sepsis neonatal
experimental, utilizando fetous de rata y ratas recidén nacidas, se
ha demostrado que la depuracidn de varias cepas de Escherichia
coli, y de Salmenella es menor que en las ratas adultas (85). La
apsonizacidn de estas bacterias con suerpo de rata adulta mejora
la depuracibn bacteriapa eﬁ las ratas recibn nacidas (86). Laos
niveles de depuracibn bacteriana aumentan con la edad. le cual =e
asocia con mayor eficacia en la depuracibdn hepdtica, demostrado

por mayor depuracidn de hacterias radiomarcadas (51,37).

En diversos estudios experimentales se ha demvstrado que los
macrdfagos alveoclares pulmonares de animales recidn macidos
retados con hicberiasrencapsuladan. como Esgherichia coli vy
Staphyviococcus aureus, muestran una actividad fagocitica y wuna
capacidad bactericida disminuldas (142>, 1o cual parece estar
relacionado con deficiencias en las actividades de lisozima, del
ciclo de Krebs y de la via henosa-monofosfato en estas cé#lulas
(74). - Estas funciones .tienden a recuperavse & partiv de la

primera semana de edad (112).

La capacidad de depuracibn bacteriana pulmonar se ha

observado disminulda en animales recibn mnarcidos infectados
experimentalmente can Staphylococcus aureus (9T, can

estreptococos del grupo B (94), 0 con Streptococcus pneumonise

{267« Aungque la cantidad de macrdfages alveolares por gramo de

tejido puyulmonar es menor en los animales recién nacidos que en

11



los adultes, 1a depuracibn pulmonar de hacterias :bntinna siendo

deficiente en las primeras semanas de edad,"a&n -é"pesar .del
incrementa en el ndmero de celulas fago:tticas residentes en los

pulmones (26,74,93,9d,1123,

La depuracibn hephtica vy . la eépl!ﬁita'dé'bulﬁide s¢ han
reportado disminuldas en las rat#s reci!nzﬁacidas. al compararlas
conn las observadas en ratas adultas (BO)-'En 1as_primer§5 semanas
de edad se encuentra en este modelo animal wuna mejorta gradual de
la depuracidn hepdtica de coloide, pero noc de la depuracidn en el
hazo. De estos resultados se ha sugerido wuna hipoesplenia
fisiolbgica en las ratas recibén nacldas, que exwplicarla en parte
su mayvyor susceptibilidad a 1las infecciones por bacterias

encapsuladas (3507,

El transplante de macrdfagos pecitoneales de animales
adultos a ratas recibn nacidas con sepsis exnperimental por
estreptbcocos del grupo B mejora la sobrevida a 1la infeccibn
¢92), lo cual sugiere que la deficiente funcidn de los macrdfagos
del hudsped neconato contribuya a la mayor susceptibilidad a estas

bacterias.

La mayor sobrevida de neonatos poco aptos, prematures y de
bajo peso, se ha logrado en base a sistemas refinados de
asistencia que resultan en periodos prolongados de
hospitalizacidn. E1l riesgo de infeccidn en estos pacientes
comprometidos s incrementa al ser colonizados por
microorqanismos hospitalarios que, como en el caso de K)ebsiella

phgumoniae, con frecusncia se manifiestan como patdgenos

12



oportunistas Y presentan factores dé "mayor VSru{én;ja oy
resistencia mhltiple a los antimicrobiénﬁs . hahitua!meﬁte

empleados en las unidades de tarapi; neonatal f2.13.43,102.lq6)-

Se hacte necesario, por tanto, buscar alternativas para el
mariejo de estas infecciones, con base en un mejor conocimiente de

los mecanismos de defensa del reonato.

La finalidad del presente trabajo es, precisamente, lograr
un mejor conocimiento acerca del funcionamiento del SMF  durante
la septicemia por Klebsiella pneumoniaes en el animal recikbn
rnacido, hubsped que se caracteriza por sus deficientes mecanismos
de opsonizacidén y por su limitada respuesita de leucocitos PHis

ante la infeccibn bacteriana (16,177~

Propongo que la depuracibn retlculoendotelial de Klebsiella
pheumoniae estd disminufda en el animal recién nacido, lo cual
condiciona bacteriemia persistente y de mayor magnitud que en el
animal adulto. Estas circunstancias probablemente contribuyen a

la mayor susceptibilidad del reci®#n nacido ante las infecciones

por Klebsiella pneumoniae.

El conocimiento que genere este trabajo puede ser de gran
utilidad para intentar modificaciones experimentales de las

condiciones de depuracidn bacteriana en el SMF del neonato.

13



0OBJETIVOS 1

1. Establecer un modelo animal de sepsis neonatal experimental

por Kletsiella pneumponiap en ratas Wistar.

2, Determinar la capacidad dJde depuracidn hbacteriana en el

bazo, bhlgado y pulmones de ratas Wistar recidn nacidas v

adultas con sepsis exverimental por llebsiella ppeumoniae.

3. Conccer la relacidn entre el comportamiento de 1a bacteriemia

por Klebsiella pneumoniae y su depuracidn poer brganos

esptcificos del sistema reticuloendotelial en ratas adul tas y

recibn nacidas-

HIPOTESIS::

La susceptibilidad a las infecciones graves por Kiebsiella
pngyumonjise #s mayor en las ratas Wistar recién nacidas que en las
adultas, por lo <que la bacteriemia serh de mayor duracién vy
magnitud en las ratas recidn nacidas, debjdo a una depuracidn

retfculocendotelial de bactearias menos efectiva.
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MATERIAL Y METODOS)?

BACTERIA =

Utilizamos wna cepa de Klebsiella pneumoniae obtenida de
hempcultivos de varios recikn nacideos hospitalizados en 1a unidad
de cuidados intensivos neonatales del Centro MBRdico "La Raza" del
Instituto HMexicano del Segur0750:1a1 durante una epidemia de
$epsis neonatal. Esta hatcteria tue identificada vy serotipificada
en el Departamento de Microbiologia de la Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas del Instituto Folitécnico Nacional y nos fue

proporcionada gentilmente por la Dra. Ethel Garcta de Ortigoza.

E1l serotipo capsular correspondid al K-8, el cual es un
polisacdrido que contiene en su estructura D-glucosay D-galactosa
y Bcido D-glucurbnico en proporciones molares 113211, que forman
una serie de unidades repetitivas del tetrasachrido con 1la
siguiente disposicidn (101)x

a—?ICUﬂ

4 b a b
~{(—»3-Gal—i~»3-Gal-1-»3-CQlc—i-»)~

13- Con la finalidad de conocer el comportamiento de
crecimiento de ssta bacteria, procedimos & establecer la fase de
crecimiento logaritmico mediante una <cinktica de crecimiento

bacteriano de la siguiente manerat

1.a%. Se tomd una muestra de la cepa transportada en agar
bactericlbgico® vy se sembrd en una placa de agar eosina azul de

metilenos (EAMY con técnica de estriacibne Se incubd durante 18

1S



haras a 37 C v se'seharJVUna-dé lés;:ulnnias para hacer pruebas

biogquimicas vy ratifi:ér la identidad de Klebsieglla pneumonjae.

l.-bY. Una vez corroborada la cepa, se sembrd una muestra de
la bacteria en medio de cultiva I1quider caldo soya-tripticasaw
{CET) y se incubd durante la noche a 37 C. De este cultive se
tomaron muestras de 0.5 ml que se iriogularon simultdneamente en
25 tubos diferentes con 5 ml de CST v seé incubavon a 3I7 € en
agitacidbn suave y constante.

# (Bioxdn de Méwicod.

l.c%. Ajustarde a4 un valor basal de cero se hitieron
mediciones de la turbidez del medio de cultive cada hora dJrante
24 horas por densidad bptica en urn espectrofotdmetro (Beckman,
Modelo 26) a S40 nm de longitud de onda de luz visible. Todas las
mediciones s® hicieron por triplicade lavando previaments la
bacteria dos veces con solucibn balanceada de fosfates (PBS) a pH
7.2 y cantrifugando & 743500 rpm por 5 minutos para resuspender
finalmente en S ml de PBS y hacer las lecturas de absorbancia,

evitando de asta manera la interferencia propia de los

ingredientes del CBT.

1:.d%. El ntmero de unidades formadoras de colonias (UFC) por
ml de cultivo en cada una de las fases de la cinktica ds
crecimienta bacteriano se aestimé de acuerdoc al sistema de
nefalometrfa de McFarland (anexo No. 1), para lo cual se midid la
densidad bdptica de los 10 tubos del nefeldmetro en el mismo

espectrofotémetro y con los mismos parAdmetros ya mencionados.
1.¢>+« Con la finalidad de verificar la confiabilidad de las

16



lecturas de absorbancia del nefelbmetro de McFarland en cuanto a
la estimacibn del ntimero de UFC en leos cultivos de Klersieila
pneumoniae, ¢e& hicieron siembras en agar EAM de muestras de 0.1
m]l de wvarias diluciones del medin de cultivo llquido a diferentes
intervalos de crecimientg bacteriano v se incubaron a 37 C por 1@

horas para determinar el nlmero exatto de UFC en placa.

1.f). Las lecturas de absorbancia del cultivo de Klebsislla
poneumoniae a diferentes intervalos de tiempo se graficd en
poligono de frecuencias para evidenciar las fases de Jlatencia.
logaritmica y estacionaria en la cinbktica de crecimionto
bacterianaos. A su vez, las lecturas de absorbancia de los 10 tuhos
del nefeldmetro de McFarland se graficaron con =1 mismo sistema,
de tal manera que pudimos determinar la cantidad de UFC qgue
correspondfan & determinadas lecturas y correlacionarlo con las

lecturas encontradas sn diferentes fases de la cinkticas

DCSIS LETAL MEDIA &

2. Con la fina;ldad de establecer las dosis de bacterias
necesarias para producir septicemia en las rétas adultas ¥y en las
;eciln nacidas ¥ que permitieran una scbrevida suficiente para
despuls evaluar @1 comportamiento de la depuracibn reticuloe-
sndotelial, procedimos a establecer una dosis letal media ¢DL-50)

en los dos grupos de edad.

2.a)+» Se tomaron ©.% ml de un tultivo de Klebsiella
preumoniae K-3 an  CST incubado a 37 C durante una noche y se

sembraron en 5 ml de CST nuevo, 1 cual se incubd a 37 C durante

17



el tiempo suficiente para lograr una fase de crecimiente

logarftmico.

2+b)e E1 nlimero de UFC en la fase logaritmica del cultivo se

aze

estimd seqlin la densidad bptica medida por espectrofometria

daspubs de lavar dos veces con PBS y se ajustd a una

concantracidn de Ix10"9Y UFC/m]l comparando las lecturas de

absorbancia con las de la turva del nefeldmetro de McFarland. En
tados los casas se sembraron muepstras de las dilucianes empleadas

para verifticar la cantidad de UFC estimada por densidad bptica.

2.¢). Para probar la dosis letal de la bacteria 3se
utilizaron 35 ratas Wistar adultas, de 10 a 12 semanas de edad,
ds ambos sexos, con peso caorporal de Z00 a 230 g. Se inocularun
por via intraperitoneal (ip) seis diferentes diluciones en PBS de
la bacteria, desde 1%10°5 UFC hasta 2x10™9 UFC, 4 grupos de sels

animales por cada dilucidn en voldmenes de inyeccidn de 1 ml.

2.dY. Se obsgervd 1la mortalidad en cada uno de los seis
grupos Jde animales durante 10 dlas despubs del enfrentamiento con
la bacteria vy se determind la DL-30 seqglin #1 esquama propuesto

por Reed y Muench (88), madiante la siguiente f&rmulat

2¢d.1). DL=-%0 = (DPM) (LaglO Fd) + {(Logl0 dil > 50%).
50 = (% mortalidad < 50X

OFM =
(% mortalidad > S50%) ~ (% mortalidad < S0%)

DPMY Distancia proporcional de mortalidad;

Fd: Factor de dilucibn.
dil > S0% 1 Fd con mortalidad préxima al S50%.
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JIrads Los niveles skricos de anticuerpos IqG e IgM
especiticos contra el polisacArido capsular K-8 de Klebsiella
pneumoniae en las ratas adultas y en las madres de las ratas RN
que se¢ utilizaron para este estudio se determinaron por téenica
de ELISBA, emplesndo un conjugado de peroxidasa con el anti-
anticuerpo de rata en microplaca. Fueron descartados del estudio
los animales que tuvieron niveles de anticuerpos superiores a los
niveles de corte de absorbancia de 0.183 para IgG y 0.079 para

IgM, previamente establecidos en 100 ratas adultas sanas sin

antecedentes de contacto con Kiebsiella pneumoniae.

Zsb}. RATAB ADULTAS t LUn grupo de S0 ratas Wistar adultas
de 10 a 12 semanas de edad, de ambos sexos, s$in apareamiento
previo, con pesa corporal de 216 g + 30 g, se fnoculd por via ip
con una DL-50 de Kigbsjella pneumcniag (?:6x10‘9 UFC)> preparada
en 0.5 ml de PBS a pH 7.2. ’

Sac)s Antes del inbculo (tiempo cero), se¢ tomaron muestras
de 300 ul de sangre a todos los arnimales por puncidn del seno
retro—orbitario con tubo capilar en condiciones de esterilidad
para vealizar cuentas totales de leucocitos ¢CTL) ¥y hemocultivos
en medio lfquido de caldo cerebro—corazdns (CCC). Los medios de
cultivo se iIncubaron a 37 C y sdlo se consideraren negativos
cuando no presantaron turbidez despuds de 72 horas de
observacidn. .

# (Bioxdn de Méxicod.

Jed). A diferentes intervalos de tiempo post-inteccidn (O,

3, 6, 12, 24, 48, 72, 9&, 120 y 144 horas), se sacriticaron por
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dislocamiente cervical grupos de 5 animales, & los cuales se les
extrajo por puncitn cardiaca la mayor cantidad posibkle de sangre,
con Jla finalidad de limitar al minima el volumen residual de
sanére en los tejides y en particdlar en higado, bazo y pulmonds.
Los animales gque murieron entre los intervalos fueron exclufdos

del estudio.

3., En condiciones de esterilidad se disecaron Y
extrajeron los pulmenes, el hlgado y el bazo. Se lavarcon en PBS
estéril y se pesaron por sepatrado en una balanza analftica
(éautor. Hodelio 404). Cada uno de las drganos se colocd en tubos
de cristal de 50 ml de capacidad y se homogeneizd en 10 ml de
agua bidestilada estéril mediante un pistdn de tefldn conectado a
un rotor provisto de control manual de la velocidad de rotacidn
(HIM, HModeloc 13. Se hicieron cuatro diluciones subsecuentes Jde 1
ml de cada suspensibn en 9 ml de agua bidestilada estdril,
homogeneizando en cada paso mediante un agqitador vArtex <(SBuper-
mixer, Hudelo_lZ?O)- Finalmente, se hicieron siembras masivas de
10 ul vy 100 ul de cada una de las muestras en placas de agar EAM,

las cuales se incubaron a 37 C durante 18 horas.

3efde. De 1la sangre obtenida por puncibn cardiaca en
condiciones de asepsia, se diluyd 1 ml en 9 ml de agua
bidestilada estéril ¥y se hicieron tres diluciones subsecuentes en

agua bidestilada hasta 1110,000, homogeneizando en cada paso con

‘@l agitador vArtex. De igual manera, se sembraron en agar EAM

muestras de 10 ul vy 100 ul de cada una de las diluciones y se

incubaron las placas a 37 C par 18 horas. Otra muestra de O.1 ml
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de sangre se sembrd en tubos con 1 ml de CCC y se incubd a 37 C,
observindose diariamente’ por tres dfas para determinar
cualitativamente por turbides en el medio de cultivo el ndmero de

hemocuttivos positivos-

3.9%. RATAS RECIEN NACIDAS 1 De un total de 150 rvatas
Wistar RN, menores de d8 horas de edad y con pesa covrporal de
8.1 g + 1.3 g, se asignaron al azar dos grupos de 75 ratas cada
uno- Al primer grupo se inoculd por wvia ip wuna DL-S0 de
Klgbsjzlla pneumoniae (1.1%10°7 UFC), preparada en un volumen de
150 ul de PBS a pH 7-2; en tanto que al segundo grupo se inoculd
por via sc en la base de la cola una DL-%0 de la bacteria
C1+3x10*7 UFCY en un volumen de inyeccidn de 10 ul. Los animales
se marcaron en el dorso con tintura de cristal violeta segdn el
tipo de indculo aplicado y se asignaron en grupos de 10 ratas RN
a 13 vratas-madres en puerperio inmediato. Las ratas RN gue

Murieron entre los intsrvalos furron sxcluidas del ensayo-.

J+hds Los animales se sacrificaron por dislocamienteo
cervical @n grupos de seis ratas a diferentes intervalos de
tiempo post-infeccidn <0, 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120 y 144
. horas) y se hizo puncibn cardiaca sn condiciones de asepsia para
sembrar muestras de 0.1 ml de sangre en tubos con 1 ml de CCC,
los cuales se intubaron a 37 C y se observaron diariamente- por
tres dlas.

Los madios que prasentaron turbidez se sembraron en placas de
agar EAM y ae incubaron a su vez a 37 C durante ;B horas, <¢on la

tinmlidad de identificar por morfologla de las colonias y por
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tincidn de Gram la presencia de Klebsieila pneumorniae. En los
casos en que persistfa la duda ge hicieron pruebas bioquimicas a
las bacterias aisladas, antes de considerar los hemocultivos como

positivos a Klebsiella prneumoniae-

3.i%- Una muestra de 0.1 ml de sangre de cada rata se diluvyd
en .9 ml de agua bhidestilada estéril, e homogeneizd por
agitacidn en vdértex y se sembraron muestras de 10 ul y 100 ul en
placas de agar EAM que se incubaron a 37 C por (& horas. EI1
ndmero de UFC en placa se reportd segdn el fndice de UFC/m]l de
sangre para determinar cuantitativamente la bacteriemia en estos

animales.

3-3»« Los pulmones, el higado y el bazo de gstos animales
tueron disecados y extraldos en condiciones de esterilidad. Se
lavaron en PB3 estéril y se pesaron por separado en la btalanza
analitica- Se# colocd cada #rgano en un tubo de cristal con
capacidad de 20 ml y se homogeneizd en 5 ml de agua bidestilada
estlril con wun pistdn de tetldbn cognectado a un rotor. Se
diluyeron 0.5 ml de cada suspensi®n en 4.5 ml de agua bidestilada
estéril vy se homogeneizaron con un agitador wvbrtex. De dgqual
mansra, s& hicieron dos diluciones subsecuentes de 1 ml en & ml "’
de agua bidestilada estéril y se sembraron en placas dpe agar EAM
musstras de 10 ul y 100 ul de cada dilucidn y se incubaron & X7 C

por 18 horas.

CUENTAS DE LEUCOCITOS CIRCULANTES ¢

4. En todas las ratas infectadas con Klebsiella pneumoniae



se hicieron cusntas totales (CTL) vy diferenciales de leucocitos
en  sangre perifdrica en diferentes intervalos de tiempo despuds

del reto con la bacteria (0, 3, &, 12, 24, 4@, 72, 96, 120 v ldd

horas).

d4.a). Se utilizaron pipetas de Thoma para gltbulos blancos,
con solucidn de Turk (Acido acdtico al 3%) para diluivr la muestra
y lisar eritrocitea- Las lecturas de las CTL se hicieron en

chmaras de Neubauer con wl microscopio Bptico a 10x v JOn.

d:b3. Para las cuentas diferenciales de leucocitos, se
hicievron frotis de sangre tefidos con calorante de Wright v se
cantaren 100 a 200 ¢4lulas en ol micrscopio Aptica a 100x. EI

parcentaje d@ PPFMNs v o] de monocitos se multiplicd por la CTL de
cada muestva.

d.c¥. A cada subtotal se restd el valor basal del tiempo

cera para conocer las variaciones en las CTL y en las cuentas de
FMNs v monocitos circulantes a diferentes intervalos de tiempo

postinfeccidn, tanto en las ratas adultas como en las RM.

INTERPRETACION &

S.ad. £1 comportamiento de la bacteviemia por Klebsiella

poesumonise se investigd en dos axpsctos!?

Y.as13e Cualitativo, en ‘tuanto a los resultados di los
hampcultivos en CCC, reportdndose sdlamente coma ndmero de
hamocultivoes positivos L) negativos en los diferentes

intervales da tiempo post-intetcilbn en ambos grupos de edad.
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S.ea.2). Cuantitativo, de acuerdo al npdmera de Urc
cultivadas en las placas de agar EAM. Este ndmerao s#
multiplicd por el factor de dilu}idn de las muestras sembradas
ﬁara determinar la cantidad de UFC por ml de sangre en cada
animal..  Se reportd el promedio de UFC/ml de sangre en los
animales corvespondientes a tada intervalo post—infeccidn en

ambos ¢grupos de edad.

Seb). La depuracidn de Klebsiella phneumoniae en los hrganos

del SRE que investigamos se interpretd cuantitativamente, para lo
cual multiplicamos el pndmero de UFC cultivadas en las placas de
agar EAM por el tactor de dilucidn de las muestras sembradas vy
este total 1o dividimos entre el pemno del brganc correspondiente,
de tal manera gque determinamos un Indice de UFC/gramo de peso de
higado, bazo y pulmones, respectjivamante. Be reportd el promedio
de UFC/g para cada drgano en los animales correspondientes a‘cada

intervalo post-infeccibn en ambos grupos de edad.

S.¢%. En los diferentes intervalos de tiempo post—infeccibn
que se estudiaron, se determind en ambos grupos de edad la
asoclacidn entre la magnitud de la bacteriemia medida coma UFC/ml
de sangre y la cantidad de UFC/g encontrada en cade uno de los
tres 4rganos cultivados, con la finalidad de conocer la relacidn
entre la capacidad de depuracidn bacteriana de cada uno de ellos

y la presencia de bacterias circulantes en sangre.

S.dd. Las vias de inbdbculo de la bacteria en las ratas RN se
compararon en cuanto &l cuemportamiento de 1a bacteriemia de

mangra cualitativa, segdn el ridmero Jde hemocultivos positivos en
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CCC en los diferentes intervalos de tiempb post=infeccibtn.  Este
ensayo fue motivado por el hallazgo de que las DL-T50O poﬁ via ip o

st en las ratas RN fueron estrechamente similares (1.12x10°7 LFC

por via ip vy 1.36x10°7 UFC por vla scd.

S.e). Las CTL en sangre perifitrjca a diferentes Iintervalos
post—infeccibn se reportaron de acuerdo & la variacibn posjtiva o
negativa de un valor bhasal, tomado de las CTL de cada uno de los
animales adultos antes de ser infectados y de un grupo testigo de

20 animales no infectados en el caso de las ratas RN.

ANALIE]1S ESTADISTICO 2

&)« Con la finalidad de definir diferencias entre los
patrones de depuracion retfculoendotelial de Klebsiella
gneumanise ¢n ambos grupos de edad y su relacidn con el
comportamients de 1a bacteriemia a diferentes intervalos de
tiampo post-infeccidn, planteamos las siguientes hipdtesis
estadfsticas de nulidad (H-0) y alternativas (H.1, H-2, etc? para

los diterentes aspectos analizadost

6-a)- H:01 La bacteriemia por Klebsjella pneumopiae, despuds
del indculo expsrimental de una DL-50 en ratas Wistar es

cuyantitativamente igual en las ratas adultas que en las ratas RN.

H:1t La bactteriemia por Klebsiella pneumoniae, despuds del

intculo de una DL-50 en ratas Wistar es mayor en las ratas

adultas que en las ratas recibn rnacidas.

H«21 La bacteriemia por Klebsjella pneumoniae, despubs del
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indeulo de una DL-%0, es menor en las ratas adultas que en las

ratas recidnp nacidas.

Para probar esta H.O utilizamos una prueka no param;trica
para dos muestraz no relacionadas, ya que las valores de X
estabap representados por un Indice (UFC/ml) v 3se contrastaban
muestras independientes. Aplicamos la prueba U de Mann~-Whitney

con un valor de significancia alfa 0.05 (971

G.b). H.O:  La depuracibdn hephtica, esplénica y pulmorac de

Klebsiella pneumoniat & diferentes intervalos de tiempto tost-
infeccibn en ratas HWistar inaculadas con una DL-50 e8 iqual en

las vatay adultas gue #n las ratas RN.

Helt ta depuracidn hepdtica, esplénica y pulmonar de

Klebsiella prngumoniae a diferentes fintervalos past-infeccidn en

ratas Wistar inoculadas con una DL-S0 g8 mayor en  las ratas

adultas que en las ratas RN.

H.23 La depuracibn hephitica, espibnica vy pulmonar de
Klebsiella pneumoniae a diferentes intervalos post-infeccidn en
rétal *Wistar finoculadas con una DL-S0 e¢s menor #n las ratas

adyultas que en las ratas RN.

Con la ftinalidad de probar estes hipbtesis estadisticas,
utilizamos la prueba de varianza par vangos de Kruskal-Wallis
(97> vpara definir diferencias globales entre los des grupos de
edad v aplicamos la prueba U de Mann-Whitney para dos muestras no
relacionadas (97, para contrastar 1a depuracitn bacteriana en

cada une de los drganos entre ambos grupos.
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6+c)e Para establecer la relacidpn entre la bacteriemia y la
depuracidn bacteriana encontrada en cada uno de los drgancs
estudiados, realizamos coeficientes de correlacidn mediante 1la
prueba de rangos de Spearman (97) en los dos grupos de edad vy

mastramos los datos mediante grAficas de reqgresidn lineal (32).

6.d¥. De manera adiciaonal, hicimos un contraste entre las
cantidades Jde UFC/¢g encontradas en hfgado, bazo y pulmones en
cada uno de los grupcs de edad por separadot d&ste con la
tinalidad de conocer la importancia de cada drgano en la

depuracidn de Klgbsiella prneumoniae a los diferentes intervalos

da tiempo post—infeccidn investigados.

Se aplicaron prusbas de varianza por rangos de Friedman (97)
a los datos de UFC/g en los tres drganos de]l SRE cultivados en el
grupo de las ratas adultas y también para el ¢grupo de ratas RN vy
se definieron diferencias especificas sntre los tres drganas en
cada uno de los grupos de edad mediante la prueba U de Mann-

Whitney, con un valor alfa 0.03 (97).
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RESULTADOS 1

BACTERIA =

t.ad La cinbtica de crecimisnto bacteriano de Klebsiella
pneumoniae  serotipo capsular K-8 se muestra en la figura No. 1.
Como puede apreciarse, la primera fase, tambidn llamada fase de
la§encia o fase "lag", fue sdlo de una hora, tal como se esperaba
despu#ds de haber realizado el cultive nocturno previo. Luego,
pued; observarse que la bacteria entra en una fase de crecimiento
logarftmico sostenido en las siguientes tres horas y finalm!nte!
a partir de las cuatro hovras de cultivo entra en una fase
estacionaria- En esta curva podemos ver que la fase de mayor
crecimiento se #ncuentra entre las dos ¥y tres horas de cultive,
por lo que siempre utiljizamos la bacteria a las dos y media horas
del cultivo en CST realizado & partir del cultivoe nocturno

pravio, para a:iqurar la fase logarftmica en nuestros ensayos.

1.b). El nefeldmetro de McFarland ¢(383) consta de 10 tubos de
cristal que contienen difersntes proporciones de Hﬂso' al 1% vy
BaCl al 1%, preparados como se muestra eon «l anouoﬁ N:- 1, 1o
cual produce diferentes grados de densidad bptica por
interferencia de la luz, en forma similar a la producida por
syspensiones de Dbacterias en concentraciones que van de 300 a
3,000 millones de UFC. Al hacer las lecturas de absorbancia de
los tubos del netfelbdmetro de McFarland en el espectrofotbmetro,
obtuvimos Jla curva que s$e presenta en la figura No. 2. FPara
ajustar las concentraciones deseadas de nuestros cultivos
liquidos de Klebsiella pneumoniae utilizamos esta gratica con

gran confiabilidad, ya que al verificar por siembras en placas de
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N

agar EAM 1la cantidad de UFC estimadas por este método,
encontramos una variacidn de apenas "+ { UFC de los factores de

dilucidn probados (x10°-7, xHiQ"-3 vy xiO'-?)-

DOSIS LETAL MEDIA

2y« La dilucibdn basal (1x10°0) correspondib a 1x10710 UFC de
Klebsiella pneumonjine, de tal manera que las diluciones empleadas
para los intculos se representan como x10°—-1, xi0"-2, x10"-3 UFC,
ete.y corresponden en realidad a concentraciones de x10°9%, n10°S,

K1I0Q0*7 UWFC y as?l, sucesivamente.

ElI resultads final de la fbrmula presentada en el Indice
Zedel. del apartado de "Material y Mbtodos" da un valor expresado
en logaritmo de base 10 por lo tanto, se obtuvo #l] antilogaritmo
del resultado y se multiplicd por la concentracidn basal de UFC
{1x)0"10), para conocer la DL-50 exacta en cada uno de los grupos

de wedad de lox animales retados.

2.4>: El ensayo para determinar la DL-S0 de Klgbeiella
ppeunpniae K-8 por via ip en ratas Wistar adultas se esquematiza
a continuacibni

INOCULO ip @ RATAS MORTALIDAD SOBREVIDA MORTALIDAD (%> DE

UFC ACUMULADA ACUMULADA MORTAL IDAD
E;IO“—I ;- [} o 14 100.
1107~ ) 6 o) 8 100. =
1%10°-2 [ 2 4 2 JT3 »
1x10"=3 & o 10 o] L
1%10°~d 6 Q 16 < Q.
1%10°~5 [ Q 22 0 Q.
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* E} porcentaje de mortalidad se obtiene del producteo de ¢
Mortalidad acumulada /7 Mortalidad acumulada + Sobrevida acumulada.
Aplirando la fdrmula 2.d.1. (Bé)l
% DPM = (S0 ~ I3 / (100 = 33.3) 8w Q.25
Lagld del Fd {xi1d~—1} = ~1 3
(DPM) (LoglO Fd) = (0,25) (=i{) = ~Q.25 ;
LoglO di)l > 80X (I1x10°-13 = -1
{(~0.25) + (=1) mn =1.25 j antiloglio ~1.25 = S.6x10°-2 3
DL=50 = (B.6x10"-2) (Ixni0"10) = B.4x107Q.
Por lo tanto, DL-S0 = ¥.6x10°8 UFC. (Ratas adultas, via ipd.

Z.b). Ensaye para determinar la DL-S0 por via ip en ratas RN?

INOCULD ip # RATAS HURTALIDAD SOBREVIDA MORTAL1DAD (%) DE
ACUMULADA  ACUMULADA NDRTALIDAD

ufFc
2x104=y 10 10 o 27 100.
2x10°=2 ‘9 9 o 17 100.
2%10°~3 d 2 ® en. #
21110°~4 a 6 d 40. =
2Kx10"-% 10 0 ie o a.
2x10°-6 10 0 26 Lo} [« 3

* DPM = (50 ~ dQ) / (80 ~ 40) = 0.2%5 g

Logla del Fd (x10°=13 = -1

{DPH) (LogliQ Fd) = (0.28) (-1} = ~0.25

Loglo dil > S0% (2R10"-3) = ~Z.692 4

(=0+25) + (~2.69%9) = -2.949 § antiloglQ ~2.94% = 1.12x10°~3 g
DL~50 = (31.128107°=3) (1x107310) = §.12x30°7.

Por lo tanto, DL-50 = 1.12%10"7 UFC. (Ratas RN, via ip).
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2.¢Y. Ensayo para detinir la DL-50 por via sc en ratas RN:

INOCULO sc # RATAS MORTALIDAD SOBREVIDA MORTALIDAD (%Y DE
ACUMULADA ACUMULADA MORTAL IDAD

UfFc
d:.3x10" =2 10 10 B (o] 20 100.
4.3x10° =3 10 10 o 10 100+ »
4.3x10"~d 10 O 10 Q. *
d.3x10°=5 10 o 20 o o.
a.3x10"-6 10 o 30 ' 0.

# DPM = (50 — 0) / (100 ~ Q) = 0.5

LoglO del Fd (x10"—1) = ~1 3§

(DPM) (LoglO Fd) = (0.5) (=1) = =~Q.5 4

LoglQ dil > S0% (d.Ju10"~3J) = -2.366 3}

(~0.5) + (=2.T66) = -2.866 § antilogl0 ~2.866 = 1.36x10"-3 3
DL-S0 = (1.36%10"-3) (1x10710) = 1.3éxi0"7.

Por lo tanto, DL-50 = §.36x10"7. (Ratas RN, via sc).

DEPURACION BACTERIANA 1

BACTERLIEMIA
J.ad. La batteriemia en las ratas RN, medida

cualitativamente por el ndmero de hemocultivos positivos a
Klepsiella pneumonmip en CCC, despuds de ser retadas por via ip o
por via sc se muestra en el! cuadro No.i1, donde s@ puede apreciar
que en los diferentes intervalos de tiempo muestreados existe una
gran semejanza en cuanto al comportamiento de la bacteriemia,
independientemantes de la via de indculo empleada, lo cual se
confirma al encontrar una correlacidn positiva par una r de

Epearman = 0.7917, signiticativa para un valor de p = 0-003d.

32



3.b). En la figura No. 3.A se muestra gradficamente que todas
las ratas adultas y las ratas RN tuvieron hemocultivos positivos

a Kklebsiella pneumoniae a partir de las 6 horas post—infeccidn vy

que aungque en ambos grupos empecaron a aparecer hamocultivos
negativos a partir de las 72 horas, en ¢l grupo de ratas RN hubo
hemocultivos positivos hasta las !dd horas inclusive, en tanto
que en las ratas adultas todos los hemocultivos fueron negativos

a partir de las 120 horas.

En la figura No- 3I:B se puede apreciar el comportamiento
cuantitativo de la bacteriemia en ambos grupos, representando en
una wsscala logarftmica de base 10 los promedios del ndmero de UFC
de Klebsiella pheumoniae por ml de sangre en los diferentes
intervalos post—infeccibn. Como puede observarse, 1la mayor
cantidad ds bacterias en sangre s& presentd en ambos grupos a las
12 horas del enfrentamiento. La bacteriemia en todo mamento fue
de mener magnitud en e) grupo de ratas adultas, que & las 96
horas post—infeccidn sdlo presentd un hemocultivo positive con
menos de 100 UFC/ml d& sangre; en tanto que en las ratas RN

sismpre hubo una cantidad significativa de bacterias sn sangre.

Al contrastar el grado de bacteriemia encontrado en ambos
grupos, observamos que fue significativamente mayor en el grupo
de ratas RN con un valor de U de Mann—Whitney = 11, que
corresponde & una p * Q.0081. Los valores promedio de UFC/ml se

presentan en vl cuadro Mo. 2.
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DEPURACION RETICULOENDOTELIAL 3

RATAS ADULTAS :

d.ad. La figura No. 4 muestra una ilustracitn mediante
barras de la cantidad de bacterias cultivadas de Iocs brganos del
SRE que investigamos a diferentes intervalos post—-infeccidn. Se
representa el logaritmo base [0 de las UFC de Klebsiella
pneumoniae por gramo de pess del hftgado, bazo y pulmones. Se
puede apreciar que en las primeras 2d horas el bazo contenla
mayor cantidad de bacterlas/gramo, en tanto gque a las 438 haoras ¥y
72 heras hubo mhs bacterias por gramo de tejido en el hlgado. Es
notable que la magnitud de depuracibn bacteriana por los pulmonas

fue siempre menor.

Al contrastar los Indices de UFC/q entre estos tres bBrganos
del! BRE, considerando globalmente todpos los intervalos post-
infeccidn investigados, se demostrd una diferencia significativa
mediante un andiisis de varianza por rangos de Friedman con un

valor de 6.333, para una p = 0.0421.,

Ahora bien, al contrastar los iIndices de UFC/g entre brganos
aspecificos hubo poca difergncia estadlistica sntre higado y bazo,
demostrada mediante un valor U = 20 (Ul de Mann—Whitnwey), que
corresponds a una p = 0.31, no significativa. Aunque la cantidad
de UFC/g tanto en #] bazo como en el hitgado fue mayor que &n los
pulmones een los intervalos de lat 3 horas & las 24 horas, las
diferencias globales no fueron estadisticamente significativas.
Los valores promedio de UFC/g para tada drgano y sus respectivos

valores de U de Mann—Whitney se presentan en el cuadre No. 3.
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RATAS RECIEN NACIDAS @

d4.b%. La cantidad de bacterias aisladas de cada uno de los
d4rganos del SRE investigados en ef modelo de sepsis neonatal
despubs de una DL-50 de Klebsjella pneumoniae se muestra en 1la
grdfica de barras de la figura No- 3. Puede observarse que desde
laq 3 horas post—infeccidn hubo mayor cantidad de UFC/g9g en el
higade ¥ a las 12 horas se alcanz® el maycr nGmero de bacterias
tanto an-cl higado como en el bazo, en tantoc que la depuracibdn

bulmonar siempre fue menor.

Al hacer un contraste de la depuraclidn bacteriana apreciada
en @stos tres drganas del SRE, . encontramos gque hubo wuna
diferencia significativa demostrada mediante la prueba de rangos

de Frisdman, con un valor de 11.55¢%, para una p = 0.0031.

Al identificar los puntos de esta diferencia, utilizando
para ello la prusba U de Mann-Whitney, encontramos que 1la
cantidad de UFC/g fue mayor en £1 hlgado que en el bazo (U = 17}
p = 0.03dY ¥ que #n los pulmones (U = 1y p = 0.000d4). En cambio,
a pesar de que la cantidad de UFC/¢g fue mayor en el bazo que en
16: pulmones, la diferencia estadistica no tus significativa (U =
23:3) p = G.122). Al obsarvar por separado los intervalos, de las
& horas & las 144 horas post—infeccidn hubo mayor depuracidn
hepdtica- De igual manera, la depuracidn esplédnica fue mayor a la
obsarvada en los pulmones entre las 3 horas y las d8 horas
despuls del reto con la bacteria. En el cuadro No. d s¢ muestran
los promedios de los wvalores de UFCsg en los diferentes

intervalos de tiempo post-inteccibn.
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PATRONES DE DEPURACION PACTERIANA 1@

d.c)s Es grdficamente wvisible la diferencia entre los
patrones de depuracibn bacteriana de las ratas adultas y ratas
recibn nacidas <(figuras Ne. d vy No. 3S). Al contrastar los
valaores de UFC/qg encontrados en las ratas de ambos grupos de edad
mediante la prueba de varianza por rangos de Kruskal-Wallis.
observamos un valer de [7.762, con el cual 1la diferencia

estadlistica fue sigrificativa para un valor de p = 0.003.

Ahora bLien, al considerar por separado cada une de los
drganos que cultivamos (cuadros No. 3 y No. 4), observamos mayor
cantidad de UFC/g a partir de las & horas post—infeccidn vy
durante mids tiempo en el hfgado de las ratas RN que en el hlgade
de las ratas adultasy esta diferencia tue significativa, con una

U de Mann—-Whitney = 7 y un valor de p < 0.01.

A pesar de que los cultivos para Klebsiella pnegmonjlae
fueron positivos por mds tiempo en ¢l bazo y los pulmones de las
ratas RN que on los de las ratas adultas, la cantidad de UFC/¢ no
fue wmuy superior en el grupo de ratas RN y las diferencias en la
depuracibn bacteriana esplénica y pulmonar entre ambos grupos no

tueron estadisticamente significativas.

RELACION ENTRE BACTERIEMIA Y DEPURACION RETICULOENDOTELIAL ¢

d.d). En la tigura No- 6 se muestran las gr&ficas de
1
regresibn linesal resultantes de los chlculos de correlacibn,

sefialados en escala logaritmica de base 10, entre los valores de
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UFC/g obtenidos de hfgado, bazo o pulmones (abscisas) y los
valores de UFC/ml de safgre (ordenadas) encontrados en cada una
de las ratas de ambos grupos, adultas y recidn nacidas, en los

diferentes intervalos post—inteccidn.

La depuracidn hepdtica de Klebsiella ppeumoniae en las ratas

adqltat mostnrd una correlacidn positiva con la bacteriemia,
estadisticamente significativa por una r de Spearman = 0.7143,
que corresponde & un valor de p = 0.036. En cambio, en las ratas
reclién nacidas no se encontrd correlacidn significativa entre

sstos valores (r de Spearman = -0.2375 3 p = 0.2763.

La depuracitn esplénica tuvo una correlacibn positiva con la
bacteriemia en ambos grupos de edad. Dicha correlacibn fue
estadisticamente significativa en las ratas adultas con un
cosfticiente r de Spearman = 0.7857, para una p = 0.0089. En las
ratas RN esta correlacidn positiva fue muy notable, conm una r de

ESpearman = 0.8273, para un valor significativo de p = 0.004.

La correlacidn entre depuracidn pulmonar y bacteriemia fue
positiva en ambos grupos de edad, pero sdlo fus significativa en
1;! ratas adultas, en las gque s¢ obhservd ;n coeficiente r de
Spearman = 0.830F, que corresponde a una p = 0.0087; en tanto que
en las ratas RN el coeficiente de correlacidtn de Epearman fue de

0.0375, con un valor no significativo de p = 0.d63.

CUENTAB DE LEUCOCITOS CIRCULANTES =

%Y. Las cuentas de leucocitos totales circulantes (X mom™~3)

antes de infectar con Klebsiella pneumoniae a las IO ratas
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adultas fueron (X * D.E.) ¢ P EED + 4,794 vy en las 20 ratas
reci®én nacidas tomadas como tiempo cero correspondieron a ¢

2,930 + 1,164.

S.a)- Los cambics en las cuentas totales de leucocitos
observados a los diferentes intervalos de tiempo post-infeccidn
se muestran en el cuadro No. 3. Donde se aprecia que entre las 3
haras y 6 horas post—~infeccidn se manitiesta discreta leucopenia,
saguida de un pico de Jleucocitosis a las 12 horas y de un pico de
leucopenia entre las 48 horas y 72 horas despubs del reto con

b 1la pneumoniae, para despuéds regresar a los niveles

basales, persistiendo discreta terdencia a la leucocitosis-.

Los cambios ohservados en las CTL de las ratas RN infectadas
fusron mhs discretos, aunque notablemente diferentes de los
observados en las ratas adultas. Hubo un aumento de leucocitos
circulantes & las 3 horas del reto con la bacteria, seguido por
una fase prelongada de leucopenia sntre las & horas ¥y 96 horas,
otre pico de leucocitosis & las 120 horas y tendencla a la

recuperacibn de los valores basales haclia las 144 horas -

Sbd. Los cambios &n las cuentas de leucocitos PMNs
circulantes tambidn fusron diferentes on los dos grupoas de edad.
Las ratas aduitas pressntarocn un acmento progr-;ivo de los PHMNs
que hizo plec a las 12 horas, tras lo cual disminuyeraon en forma
significativa entre las 48 horas ¥y las 72 horas, mbstrando

despuds una tendencia a la recuperacidn de los valores basales.

En cambio, como se muestra en el cuadro Nos &, las ratas RN



presentaron disminucibn de los PMNs circulantes desde las 3 horas
hasta 1las 96 horas post—infeccibn y fue hasta las 120 horas que
tuvierom wun incremento de las cupntas basales de los PHNs en

sangre perifdrica.

S.c)s Las cuentas de monocitos circulantes se modificaron
durante la sepsis por Klebsislls pneumonioe de la manera gue se
muestra en el cuadro No. 7. Llama la atencidn el aumento
observado a las 12 horas post—infeccibn en las ratas adultas vy
que los cambios siguientes son muy parecidos a los encantrados en

las CTL.

En las ratas KN, a pesar de que las cuentas de PMNs y las
CTL fueron menores a los niveles basales hasta lés 96 horas post—
infeccidn, las cuentas de monocitos circulantes siempre fueron
superiores al _valor basal, con excepcibn de una discreta
disminucidn a las 72 horas, durante el momento de mayor

leucopenta.
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DISCUSION 1

El periado neonatal representa una etapa crucial de
transicidn para muchos sistemas Yy funclones. El sistema
inmunclbgico del feto rebne caracterlsticas particulares gue son
resultado de requerimientos fTisiolbgicos contradictorios; pues,
por una parte, la adgquisicidn temprana de una competencia
inmunolbgica completa serla peligrosa para e] delicado equilibrio
entre el “injerto fetal” ¥ la madre como hospederog Peroy por
otra parte, la inmunocompetencia temprana serfa muy valiosa para
evitar o limitar la eventual transmisidn por via transplacentaria

de microorganismos patdgenos (68,569).

El resultado de estos requerimientos contradictorios es uUn
complicado compromiso inmunoldgico, producto de la maduracidn
incompleta de varias subpoblaciones celularss y de la luprll§dn
activa de otras funciones y cédlulas que se encuentran va

. completamente desarrolladas en el feto.

Lse gran susceptibilidad del neonato & las infecciones es
resultado, al menos en parte, de la persistencia de la
inmunosupresidn o de la maduracidn incompleta de los mecanismos
‘de defansa que, hasta unas horas antes, correspondian & lo que

fﬁi un "injerto fetal".,

Considero que la deficiente capacidad de depuracibn
bacteriana del SMF de las ratas recién nacidas gue estudjamecs,
constituye uno de loe factores que contribuyen a la mayor

sustceptibilidad que presentan los hufspedes neonatos a las
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infecciones graves v en especial a la septicemia por Klebsiellas

preumoniae.

El primer hallazge interesant; en nuestros resultados es la
5imllitud observada en el comportamignto de la bacteriemia par
Klebsiella pneumoniae en las ratas recién nacidas al ser
inpculadas con una DL-50 de la bacteria por via ip o por vlia sc

en la base de la cola (cuadro No. 1%,

Este dato resulta muy importante en cuanto al manejo del
modelo animal de sepsis neonatal, ya que nos ha permitido contar
con un modelo de infeccidn experimental muy confiable cuando
utilizamos la via subcuthnea en la base de la cola de animales
recidn npacidos. La :Pnfiabilidad de este mbtodo ha sido reportada
también por Fisher y cols (36) para su modelo de sepsis neonatal

experimental por estreptococos del grupo B en ratas.

Debido a las dificultades tdcnicas que plantea la via de
acceso ip en Ios animales neonates, vya que gque su pared abdominal
es muy delgada y con frecuencia se pierden cantidades
considerables del indculo, se hace necesario utilizar ndmeros
gfandet de animales para limitar el efecto de wvariabilidad vy
obtener resultados confiables. Las ventajas del inbculo =sc en la
bass dr la cola que hemos observado sobre la via ip en animales

recién nacidos soni

a). E1 volumen de la jinyeccibn no se pisrde.
by. E! procedimiento es menos traumdtico.
cY. Los resultados son reproducibles con ndmeros pequetios de

animales neonatos.
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Estas obsepvaciones pudimoes confirmarlas también en ratones
RN vy haAmster RN (datos no mostrados en aste trabajo), ademds de
lo ya& mencionados en las ratas RN. Otras observaciones
interesantes que no mostramos en estos resultados fueron la
presencia de bacteriemia a partir de los 30 minutos post-
intfeccibn con una DL-%0 de Klebsiella pneumoniae en ratas Wistar
RN inoculadas por vfa ip o por vl!a %c¢c. Ademds, abservamos
presencia de la bacteria en una tercera parte de los cultivos del
cerebro de las ratas RN inoculadas por cualquiera de estas dos

vias a las d8 horas dea infectarlas cop una DL~50 de lehsiella
pneumoniae K-8.

Cuando intentamos el inbculo de la bacteria por via sc en la
base de la cola de ratas Wistar adultas, sblamente logramos
inducir la formacidn Jlocal de un absceso y la bacteriemia se
presents en pocos animales y de manera inconstante, &ln a pesar
de que administramos dosis de la bacteria hasta 100 veces mayor

que una DL-SO establecida previamente por findculpn ip.

Nuestros resultados nos permiten suponer que la via de
indculo sc en las ratag RN es dtil y confiable para producir
sepsis  experimental por Klgbewiellsa pnexumoniae, pera no @8

aplicable a las ratas adul tas.

Una vez que consideramos wstablecido nuestro modelo animal
de sepsis experimental, procedimos a investigar el comportamiento
de la bacteriemia, la depuracibn bacteriana y la respussta de

Isucocitos circulantes on ratas adultas y contrastamos tales



hallazgos con los que observamos en las ratas RN, no con €1 afkn
de comparar dos grupos tan heterogdneos, si no con la finalidad
de definir diferencias en el comportamiento de lIos fendmenos

bioldgicos estudiados.

Asl, pudimos observar que las dosis de Klebsiella pneumoniae
por dgramo deé peso corporal requeridas para alcanzar una DL-50
fueron proporcionalmente mayores en las ratas adultas (2.9 %1076
UFC/g) que en las RN (1.25 %106 UFC/g)s lo tual, en principia,

nos indica mayor susceptibilidad de las ratas RN a esta bacteria.

La magnitud de la bacteriemia fue significativamente mayor
en  las ratas RN y la negativizacidn de los hemocultivas fue mhs
temprana en las rat,s adultas (figura No. I y cuadro No- 2), 1lo
cual indica una funcibdn de depuracidn bacteriana deficiente en
las ratasx RN. Estas observaciones son semejantes a las reportadas

por Reade y cols (895-87) en ratas RN infectadas con Escherichia
coli o con Salmonella.

Al estudiar la depuracidn de Klebsiella ppeumonjae en

drganos wspeclificos del SRE, observamos e¢n las ratas adultas
fcu.dro No« 3> un patrdén de depuracitn predominante en #]1 bazo vy
en el hlgado, 1o cual es compatible con la actividad fagocitica
de depuracidn esperada en estos dos brganos <9f); en tanto que en
las ratas RN fue predominante la depuracidn bacteriana an el
higado {(cuadro No- d). Es nctable que en ambos grupos de edad la

depuracidn pulmonar fus minima.

Estos resultados sugieren en el animal adulto un

comportamiento de depuracidn de Klebsiella pneumoniae similar al
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ob;ervadn por Hosea y c¢ols (dS) y Brown v cols (73 en cobavyos
adultes no inmupnes infectados con Streptococcus ppeumoniae, con
una participacidn de la depuracidn espldnica mds importante en
relacidn a la hepdtica cuando los amimales fueron infectados con

cepas mds virulentas (8).

El patrbn de depuracibn hephtica predominante qus observamos

en las ratas RN infectadas ton Klebsiella pneumoniae nos hace

pensar en la semejanza de nuestros resultados con los hallazgos
de estos autores en animales ssplenectomizados e infectados con
naumotocos, siltuacidn que incrementa la virulencia de las cepas
que utilizaron en sus ensayos (8). De tal manera que tambidn en
nuysstro modelo de sepsis neonatal sxperimental podemos sugerir
que las ratas RN se comportan con una hipoesplenia fisiolbdgica,
tal como fue sugerido por Ocsoylo y cols (80) en sus estudios de

depuracibn reticuloendotelial en ratas RN.

La menor capacidad de depuracibn pulmonar de Klebsiella
umonia que observamos en las ratas adultas parsce tener un
comportamiento similar a la defticiente depuracibn pulmonar de
neumococos a&n cobayos adultos cuando se encuentra ya establecido

un proceso de septicemia (7,d45).

La deficiente capacidad de depuracidn pulmonar de Klebsiella
pngumopiae gque encontramos en las ratas RN de nuestro estudie
constituye una contribucibn adicional a la informacibn dispnnible.
acerca de esta actividad en ensayos asxperimentales con animales
RN. Diversaos estudios han demostrado que diferentes especies de

mamiferos <(conejos, ratas, ratones) cursan durante la etapa
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neonatal con una funcidn def}ciente de depuracidn pulmonar
durante intecclpnes experimentales por Staphylococcus aursus
(93,112), Escherichia coli (112>, ;streptococas del grupo B (94)

o Streptococcus pneumoniae (256%.

Como ﬁuede apreciarse en la figura No- 6, 1la depuracidn de
Klebsiglla pneymoniae en wl higado, el bazo ¥y los pulmones de las
ratas adultas se correlaciond en forma positiva y significativa
con ¢] grado de hacteriemiay en cambio, en las ratas RN esta
torrelacidn positiva sdlo se presentd en ¢l caso del bazo v

ademas fue estadfsticamente muy significativa.

El hecho de que las ratas RN tengan mayor cantldad de
bactaerias en el higado sin correlacidn directa con la magnitud de
la bacteriemia por Klebsislla neumponiae . nos sugiere la
posibilidad de  uma capacidad deficiente de eliminacidn de 1las
bacterias en este drgano. En cambio, la correlacidn positiva del
grado de bacteriemia con la cantidad de UFC/g encontrada en el
bazo de las ratas RN a diferentes intervalos post-infeccidn
pugiere mejor capacidad de este Jdrgano para eliminar las
hicecrias que retiene o0 que depura de la sangre, aunque siempre

an menor grado que lo obsarvado en las ratas adultas.

Una explicacidn probable a estaos fendmencs es la falta de
anticuerpos espect?ficos en los animales RN, situacidn que limita
la capacidad bactericida de sus fagocitos y en sspecial de Jos
macrdfagos hepAticos (9). Cabe tambidn la posibilidad de wuna
opsonizacibn inadecuada por C3b, tomando en cuenta la deficiencia

de la activacibn de la via alterna en los hubspedes RN (1,61) vy
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la dificultad para activar la via cldsica, precisamente por la

falta de anticuerpos anticapsulares especfficos (a0,dd,61,68).

Ademds, e% importante considerar que el polisacdrido
capsular le confiere a Klebsiella phneumoniaeg propl edades
antifagocfticas directas (77 o par bloquea del depdsito de
factores de)] complemento sobre gu superflcle, 1lo cual impide su
opsonizacitn por la via alterna w®» inhibe la capacidad de

bacteriolisis del complemento (S2).

Otras posibilidades incluyen una pobre expresidn de
receptores para CIb en las membranas celulares de las células de
Kupfter dasl hudsped RN, tal como ha sido observadoc en animales
con quemaduras (27,59), los cuales, por cierto, son tambikn mas

susceptibles a las bacterias entapsuladss y particularmente a

Klehgie]lla pneumpnijae (29).

La defticiencia global an la funcidn de depuracibn bacteriana
de las ratas RN tambidn pusde estar relacionada con la menor
capacidad de respussta de sus macrbfagos a sstimulos de
activacidn (73,89), comp son las andotoxinas de las bactarias
gram-negativas (58,5933 o estar condicionada, simplemente, por la

falta de estimulacidn previa de sus macrdfagos (72).

Los cambios que obsarvamos en las cuentas leucocitarias de
las ratas infectadas con Klebgiella pnsumonise (ctuadro No. 5)
musstran que las ratas sdultas presentarcen una respussta inicial
de lgucopenia en las primeras & horas post—inteccibdng seguida de

un pico de leucocitosis & las 12 horas, con aumento de la
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cantidad de PMNs y monocitos (cuadres Ne. & y HNo- 7)), que
coincidid con el momento de mayor bacteriemia ¢figura No- 3).
Tales cambios se pueden interpretar.como una respuesta inicial de
margina:i#n leucocitaria, seguida de una fase de libera:ién de
leucocitos de las reservas medulares hacia la circulacibn, tal
como  ha sido descrito en la restpuesta a procesos infectiosos

aqudos (d4,12,62).

Las ratas RN presentaron una respussta temprana de
leucocitosis (cuadro Noe«. 5) a las 3 horas de ser infectadas cown
E;ebg!el;a pneumoniaey sin embargo, incluso hasta las 96 horas
post—infeccibn, manifestaron cuventas de leucocitos y de FPHNe
menores a las basales del tiempo tero (cuadros No. S y Na- 6) vy

no se aprecild leucocltosis en lons periodas de mdnima bacteriemia-.

Este tipo de cambiocs pueden ser intevpretados como wuna
respuesta rhpida y fugaz de liberacibn de reservas medulares de
lsucocitos con agotamiento de reservas y/o un aumentoc sostenido
an el compartimiento de leucocitos marginados. Estas
observacliones son compatibles con las descripciones recientes vy
va :lfslcas de Christensen vy cols (16-20,35> an diferentes

madelos animales de sepsis neonatal.

La informacidn generada por este estudio puede ser de
utilidad para entender uno de los mecanismos por los cuales el
neonato es mds susceptible a las bacterias encapsuladas y en
particular a Klebsiella pneumponiae. Aunque nuestras observaciones
experimentales no son directamente aplicables al ser humano, si

pueden sugerir gue algo semejante sea lo que sucede en la
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respuesta natural del SHF del neonato a este tipo de procesos
infecciosos bacterianos, tal como sutede <con la respuesta

leucocitaria {16~20Q,62%.

Finalmente, nuestrox resultados nos permiten concluir quet

a): Establecimos un modelo de sepsis exparimental por

Klebsiella pneumorniae en ratas Wistar, tanto adultas como en

recibn nacidas.

bd» La bacteriemia por Klebsiella pneumoniae, despuds del
indculo de unpa DL-50, #s menor en las ratas Wistar adultas que en

las ratas recibn nacidas.

(320 La depuracibn hephtica, esplénica vy pulmonar de
lebsiw)lla pneumorias en las ratas Wistar adultas es difarente a
la observada en las ratas recibn nacidasy con discreto predominio
de la depuracibn esplénica en las ratas adultas y un claro

predominic de la depuracidn hephtica en las ratas recldn nacidas.

dY- La depuracidn esplénica de Klebsiella pneumoniag se
carrelaciona en Fforma positiva con ¢l grade de bacteriemia en
ratas Wistar inoculadas con una DL-50, tanto en las ratas adultas

como en las recidn macidas-.

#3- La mayor depuracibn hephtica de Klebsiella pneumoniae en
las ratas Wistar recidn nacidas y la talta de correlacidn c¢on el
grado de bacteriemia puede indicar una deficiente capacidad de

esite brganc para eliminar las bacterjas que depura.
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f>s La respuesta de leucocitos circulantes en las ratas
Wistar recibn nacidas con sepsis experimental poar Klebsiella
pneumoniae tiende a manifestarse como leucopenia y neutropenia
prolongadas vy no presenta la fase de leuvcotitosis obsarva&a en

las ratas adultas Jdurante el periodo de madxima bacteriemia.

Ahaora bien, tal vez una de las aplicaciones mds importantes
de nuestro modelo de sepsis neonatal euperimental es que puede
ser utilizado para probar divergas medidas de orden profiladctico
y terapdutico, tendientes a corregir las alteraciones que hemos
observade en la depuracibn bacteriama por el BRE de las ratas RN,

con la finalidad expresa de su eventual aplicacibn en humanos.

Entr; las medidas que recientemente se han estado probando
con #xito, se . encuentra la administracibn de preparaciones de
inmunoglobulina para uso intravenoso con anticuerpos especificos
contra las bactarias causales de sepsis neonatal, pero que ademds
contienen actividad opsonizante comprobada (60). La transfusidn
de granulocitos sigue siendo una medida terapdutica coadyuvante
de gran utilidad en o1 tratamiento de los cuadros de septicemia
gque se manifiesstan con neutropenia abscluta (17) v en el caso de
sepsis por Klebsiells preumoniae puede ser también de gran valor,
tal como lo sugieren los cambios leucocitarios que hemos

observado en nuestro modelo experimentals.

Otras posibilidades que parecen prometedoras 0N la
farmacomodulacidn v la inmunoestimulacidn de las funciones

fagocitica Yy bactericida, tanto en PMNs como en fagocitos
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mononucleares. Este es un reto gue plantea toda una 1linea de
investigacidn y gue mos hemos propuesto afromtar, cton el objetive
de lograr un abordaje profilActico y teraplutico basado en el
mejoramiento, en primer término, de los mecanismos de defensa
inwspecificos del neopnate contra las infecciones bacterianas
agudas vy particularmente de la funcibn de depuracibr del SHF,
tomando como prototipe nuestro modelo de sepsis neonatal
experimental por Klebsiella pneumoniae en ratas Wistar (Propuesta
para trabajo de tesis de Doctorado en Ciencia Mekdicast Mancilla-—-

Ramirez, Javier: 1988).
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NEFELOMETRO DE McFARLAND #

TUBC No.  BaCl2 al 1% (ml) H2504 al 1% ¢ml) UFC/ml (xlOe)
1 0.1 9.9 3
2 0.2 9.8 s
3 0.3 .7
a4 0.4 9.6 12
] 0.5 9.5 15
& . 9.4 15
7 0.7 9.3 21
8 0.8 9.2 24
9 0.9 9.1 27
10 1. 5.0 30

# Referencia (83).

ANEXO No. 1.
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BACTERIEMIA POR Klsbsjella pneumonjae EN RATAS RECIEN NACIDAS,
SEQUN LA VIA DE INOCULO® INTRAPERITONEAL (ip) O SUDCUTANEA (sc).

POST-INFECCION HEMOCULTIVOS POSITIVOS

(HORAS) ip (1.1x10°7 UFC) 8¢ (1.3x10"7 UFC)

o/10 0/10

S/9 a/6

5/5 &/6

12 ' 5/5 6/6

24 4/d4 S5/3

48 S/5 &6/6

7w 1/3 4/6

96 N-D- 376

120 5/7 276

1dq 3/7 3/6
N«:D-1 No determinado- r de Spearman = 0.7917 3 p = 6-09'84-

CUADRDO No. 1.
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MAGNITUD DE LA BACTERIEMIA POR Klebsjella pneumgnjiae EN RATAB
ADULTAS ¥ RATAS RECIEN NACIDAS, DESPUES DEL INOCULO DE UKA DiL-30-

POST-INFECCION BACTERIEMIA: X + ES UFC/ml (CULTIVOS POSITIVOS)

(HORAS) RATAB ADUL TAS RATAS RECIEN MNACIDAS w
o. ¢0) 0. €0
1,213, & 1,16d. (2) 10,692, + 10,364, (d)
~100. + 0. (3 4,750. + d,650. (6)
12 1,003. ¢ 903. (3) 131,267 + 76,8577. (&)
24 . ~100. * 0. €3 X,280. + 3I,180. (&)
dg ~100. * 0. (3 1,943. + [,442. (&)
72 ~100. + 0. (2) ~100. * 0. (d)
96 < 100. * 0. (1) 623. 523. (3
120 o. (0> ~100. + 0. (2}
144 0. €O 6,900 + 6,800. (3

# U (Mann-Whitney) = 11 § p = 0.0041.

CUADRO No- 2.
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DEPURACION BACTERIANA HEPATICA, ESPLENICA Y PULMONAR EN RATAS
ADULTAS IMOCULADAS CON UNA DL-50Q DE Klebsiella pneumonjaes

~a

POST-INFECCION UFC/GRAMO  x10 (X + ES)
¢HORAS) HIGADO BAZO PULMONES
] Q. [+ 2 O.
hd 124.8 + 38.% d4d6.1 + 132.1 77.9 + 71.1
71.8 % 17.3 3I33.3 + S3.0 2.7 * 1.9
12 28.8 + $.5 625.0 + 134.0 17.86 = 9.9
24 19.7 + d.%9 36.9 + 13.3 0:24 + 0.2
a8 11.8 +# 3.5 1.7 + 0.9 7.9 + 7.8
72 2.2+ 1.2 0.8+ 0.5 O
96 O. O. 0.
120 O 0.3 + O. 0.
144 O Q. Q.
H ves Bt U= 20 (p = 0.31)} Friedman = &£.333 (p = 0-0081).

H vae PI U= 1S (p s 0.13);
B wvs. PV U= I3 (p = 0:.082).

CUADRO No. 3.
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ESTA TESIS HO DEBE
SALIR DE LA BISLERTECA

DEPURACION BACTERIANA HEPATICA, ESPLENICA Y PULMONAR EN RATAS
RECIEN NACIDAS INOCULADAS CON UNA DL-50 DE Klebsiella pngumonijas-

POST~INFECCION UF C/6RAMO u:o-“ <X + ES)»
" (HORAS) HIGADO BAZO FULMONES
o 0. o. 0.
3 25.3 + 11.0 85.0 + B80.6 0.
6 398.6 + 340.9 6.2 + 3I7-3 2.0 *+ 1.6
12 1,510.7 + 659.4 716.5 + 295.9 14.9 + 7.7
2a 464.7 * 370.1 165.8 + 131.6 11.6 + &.8
ae Tag.5 & T17.3 12.9 +  12.9 0.6 + 0.3
72 631.0 + 624.7 23.9 + 21.5 27.8 % 26.5
TS 30.9 + 20.8 0.9 + 0.5 0.td + 0.14
120 £51.0 + 353.2 0.3 + 0.3 0.%6 + 0.56
144 29.3 + 25.4 0. 3.7 + 1.8
Huvse Bt U= 17 (p = 0.0345 Friedman = 11.55 (p = 0.0031).

Hwvse Pt U= 1 (p = 0.0004);
B vss Pr U= 23.5 (p = 0.122).

CUADRO No. 4.

Ratas adultas (cuadro 3> vs. ratas reci@n nacidas (cuadro 4) ¢

Kruskal-Wallis = 17.762 p = 0.0033.
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MODIFICACIONES EN LAS CUENTAS LEUCOCITARIAS DE RATAS
WISTAR CON SBEPSIS POR Klebsjella prneumoniag.

POST—INFECCION CAMBIOS DEL VALOR BASAL DE CTL (x mm )

CHORAS) RATAS ADULTAS RATAS RECIEN NACIDAS
- 2,d67. + 1,553,
- 3,900. - &30.
12 + 10,317, - 497.
24 ' - 2,983. ~ 180.
48 - 9,0%0. - g63.
72 - 7,500, - 1,390,
% + 2,067: - 797.
120 + 1,333. + 1,337.
144 + 5,667, + 190.

CUADRO HNo. S.
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MODIFICACIONES EN LAS CUENTAS DE PMNs DE RATAS

WISTAR CON BEPSIS POR Klgbsiella pneumoniawe.

3

POST—INFECCION CAMBIOS DEL VALOR BASAL DE PMNs (x mm )

¢(HORAS) RATAS ADULTAS RATAS RECIEN NACIDAS

3 + 33. - 292.
.+ 288, - 391.
12  + 0,895. . - 66
24 . + 20d. - 279.
a8 - 1,685. - 622
72 - §,388. - 758.
96 - 52 - 391.
120 . - T67 + 357.

144 + 9di. ' + 310,

CUADRGO No~- &.

1



CAMBIOS EN LAS CUENTAS TOTALES DE MONOCITOS CIRCULANTES
EN RATAS WISTAR CON SEPSIS POR Klebsiella pneumoniae.

POST-INFECCION CAMBIOS DEL VALOR BASAL DE MONOCITOS (x mms)

(HORAS) RATAS ADULTAS RATAS RECIEN NACIDAS
3 + 35. + 319,
[ ~ 297, + 8l.
12 + 671 + 51.
2d - 397. + 15d.
48 - 692, + J.
T2 - 466, - 15,
% + 421. + 233.
120 + 135. + 614.
144 + 617, + 179.

CUADRO Neo- 7.
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