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infeccibn qrave y no controlada los r~ci~n nacidos_ pueden cursar 

con neutropenia absoluta y alto riesqo ~e.muerte (17)• 

El sistema ret!culoendotelial, también llamado sistema 

tagocft1co mononuclear (37), desempe~a un importante papel ~n la 

depur.acidn de bacterias en pacientes bacterii!micos (14). Esta 

tunci6n se hace evidente en pacientes y animales asplénicos 

anat6m1 ca o funcionalmente, lo• cuales presentan mayor 

la1 infecciones por bacterias encapsuladas, 

principalmente Streptococcus pneumoni~e, Haemophilus influenzae, 

Eschertchia col! y KlPbsielta pneumoni~e (34,49,98). 

En cuanto a la evidencia eMperimental, se ha demostrado que 

la depur•ci6n de neumococos por macr6faqos alveolares pulmonares 

de r•t•s recitn nacidas •• deficiente (26) y que la 

retlculoendoteli•l d• neumococos en el hlqado y •l 

depuraci6n 

bazo de 

do 

y complemento 

do 

(9)· 

anticuerpo• 

El grado de 

bacteri•mia por Klebsiella pn•umania! en ratas tambitn se reduce 

notablemente al administrar anticuerpos anti capsulares 

••pectfico• <2S>· 

El f•n&meno d• opsonizacibn de partlculas faqocitables 

facilit• el procéso d• reconocimi•nto de las mismas por cflulas 

fa9ocltic••· Sin emb•r90, •l recifn nacido p~esenta deficiencias 

parcial•• de vario• f•ctar•• del complemento (11,49) y dificultad 

en la activaci&n del sistema d• complem•nto (1,75)f asl como una 

cantidad insufici•nte d• anticuerpo• (d1 1 6q,81), 

dificYlta •l mecanismo de fagocitosis (38). 

lo cual 



Los macrdfagos fijos a1veola1"es del hufsped r1eondto pdrecen . . .. 
tener und capacidad fa!iocltica disminuida (112) y la capacidad 

bactericida de las clflulas ~el si~~ema·mononuclear fagocftico en 

ser normal. "<~?>' - s 1 émpre y cuando hayan si do 

estimul.Cldas previ<!tmente (6), por ·.ejemplo con productos 

bacte.-.ianos como las endotottinas de bacterias 9ram-negattvas o 

lipopolisacAridos (58.72.90.96). 

Estas anotaciones orientan a pensar que la funci6n de 

depuracidn retfculoendotelial de ~lehsiella pne~moniae ero el 

sea deficiente y puea.;1 contribuir a l • 

mayor susceptibilidad del neonato a infecciones 9raves por e&td 

La d•l loqrar un mejor 

ent•ndimi•nto d•l funcionamiento del sistema retfculoendotelial 

en hucfspedes neonatos con sepsis por esta bacteria 

que evade la faqocitosis ante la falta de opsoninas especificas 

<29,30). Con tal propdsito, hemos desarrollado un modelo animal 

de sepsis experimental por Kl•bsiella pneumoniae en ratas Wistar 

reciln nacidas, el cual empl••mos para inv•stiqar l• tunci6n de 

depuraci&n bacterJana y contrastar dicha funci&n 

•nimales adultos infectados con la misma bacteri•• 



tisulares fijos). 

Cuando "Se pl"oduce bacterie_mia, la depuracit..n _de.· bacte,.ias 

por el si~tema mononuclear fagOcttico CSMFl deserr.pe~a un 

( s 4'). Esta· 

funci6r1 de limpie:a por lo• 

macrbfaqas fijos locali:ados en los sinusoides sanqu1neos de 

htqado. ba:o y m~dula bsea y por los macrbf~qos alveolares 

pulmonares (5). Esta actividad faqocltica de depuracibn se lleva 

a cabo en un SS% a 90% po,. los macrdfa9os de hfgado y ba20 <91)• 

La ausencia anat6m1ca o funcional del ba:o aumenta 

notablemente la susceptibilidad a las infecciones por bacte,.ias 

encapsuladas, lo cual hace evidente la importancia de este dr9ano 

en el proceso de depuracidn bacteriana (9$). Una manera de 

subsanar esta deficiencia es administ,.ar al hufsped aspllnico 

anticuerpos anti capsulares es1.:.1tcfficos, lo cual favo ... ece 

significativamente la depuracidn de estas bacterias por el hfgado 

y 9Uple mAs o menos eficientemente la ausencia del bazo, 

1 imi tanda las infeccionas graves por tales aqentes. E~to puede 

observarse particularmente con Streptococcus pneumoniae (9) y con 

~lrb!itlla pn~umo~iae (29). 

La f1.tnci6n de depuraci6n bacteriana que desempe~ari los 

m•cr6faqos •lveolares pulmonares parece ter.el" importancia t>n 

et•P•5 tempranas o iricipientes de la bacteriemia por neumococos 

(43). Sin embargo, esta actividad de depuraci~n se hace poco 

eficiente despu~s, cuando ya se ha establecido el proce!lo de 

septicemia por esta bacteria (7'). 



Cu.lodo la t1acteriem1a e'I -prolongada, reretitiva o de gran 

maqnitud, la depuracibn hep~tica y la e5pl~nica adquier~n qran 

importa.ncia para controlar la septicemia. Estos halla::qos ha.n 

sido et-servados en animales 1nfeCti\dOS e~perimentalmente con 

n•umococos C10) y es pro~able que suceda 

bacterias encapsuladas. 

'ºº otras 

La importancia de las c~lulas faqoclticas en la eliminacibn 

d• materia o partlculas eHt~a~~s de la ~anqre fue expuesta por 

Metchni~off a fines del 'liqlo XIX· En los af'ios siquiente'l., •• 
prop~so la existencia de factores humorales en el inmune 

ou• actuarlan sot;.re bacter-ias para facilitar •U 

reconocimiento y faqocitosis por leucocitos polimorfonucleares y 

macrataqos. Wri9ht y Oouglas, en 1903, denominan a tales factores 

como opaonin•• (del qrieqo opaonein1 preparar comida para•••>• 

contribuyendo asl a cerrar la brecha entre las teor!as humoral y 

celular de la respuesta inmunolb9ica (91)· 

Lo• antiCY•rpos de l•s cl~ses lqM • lqG y el factor C3b del 

complemento •on las principales opsoninas q~e act~an sobre las 

b•cteri•• y otras part!cul•s extra~as al hufsped para favorecer 

au fagocitosis y •ventual dastruccidn ~n las cflulas fagocfticas~ 

Lo• leucocitos polimorfonucleares (PMNs) y los monocitos y 

m•cr6t1119os tienen •n sus membrar1as celulares receptores de 

•up•rticie para C3b y para la fraccibn cristalizable (fe) de las 

inmunoglobulinaa lgG y •n menor proporcidn para IgM (21,4~). 

Aunque los PMNs son fagocitos m&s activos que los monocitos 

circulantes, su capacidad bactericida en estudios in vitro es 

6 



la cual se ha demostrado al retarlos cdn ;..:_ ~ 

(21,57 ~ 76) d Staphylococc1.1s aurg1Js (76 4 107) o¡)soni::ados c.on una 

fuente ~decuada de complemento~ 

Al comparar la actividil.d funcional in v1tro de PMN~ y 

monocitos de recifn nacidos con la de f~gocito~ de adulto5, se ha 

obset'vado que en presencia de sue-ro normal los PMNs de neonatos 

tieonen similar- capacidad fagocltica y .bactericida q11e los .:te 

adl.Jltos (23,24,3J,38,65,84). Sin embargo, t~l ca~acidad se ve 

disminulda en 

circunstanci&1!1 cllnica11 tian \fariadas como seps1s 1 insufici.encioil. 

respir~toria e h1~nrbilirrubinemin (3.38~39 1 64,66,70,95,111). En 

cuanto a los moT•Dcitos, se ha reportado en los recif.n nacidos. 

~ctividades de fa9ocitosis y capacidad bactericida similares a 

En •mbos tipos d• 

el lulas, fago el ti c.t'ti. se han encontrado deficiencias º" •u 

L.~ inmunidad humor-al en el neonato es deficiente, p1..u:io;. si 

bi•n p\.1e-de producir todas las clases de inmunoqlobulinas al 

nacimiento, no es c.:;1pa:;: de ¡:>r-oducir cantid;:1de1 medil·l•s de 

•nticuer-pos espec!ficos CSl>• Tomando en con&ideraci6n qu• la 

tr.!lnstorencia d• lqG de la madre al producto se ~fect~a 

prinCifl.a.lm•nte dur•nt• •l C.l timo trimestr•e de 1 l• 

cantidad d~ lqO en el recifn nacido s9rA menor cuanto menor sea 

su edad gestacional (38,15)• A pesar de que .el reci~n nacido de 

tlrmino puede tener mayores niveles de lgG, 

10% dr Jos de la madre, la especif'ic:i·:!ad de 

7 
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tal~s anticuerpo~ 



depende de la eMperienci~ inmunolbqica de la madre (68)· 

Los anti cr.ierpos contra .bacterias t¡ram-neqa ti vas como 

Balmonella y Escherichta E..2.1.!.. son primariamente_de la clase-lg11 y 

aunque hay algunos de clase I9G, genera1mente corr~spanden a la 

subcli\se lqG-2. los cuales son transferidos de la madre al feto 

en menor prooorcidn <681· Estas observaciones concuerdan con el 

halla:90 de anticuerpos especlficos contra Klebsiella pneumoniae 

en 50% de las muestras de suero de 50 mad1~es mexicanas estudiadas 

en nuestro laboratorio, en tanto que sblamente en un 5% de los 

recifn nacidos se detectaron tales anticuerpos (40). 

La activ1dad y los componentes del complemento en el rocibn 

nacido alcanz~n apenas un 50% a 75% de los valores normales del 

•dulto <1,4Bl, encontrAndose valores mls bajos cuanto menor es la 

La activacibn de C3 por Escherict'1ia coli 

Jo:-1 noonato 

( 110'). Esta observaci~n parece estar m~s relacionada con una 

deficiente activaci~n de la vfa alterna en los reciln nacldos 

<1,6l), al adicionar I9G al suero de neonatos en lo& 

con l• finalidad de favorecer la activaci6n de 

l• vf• clAsica del complemento (44), •• 
opsonizacibn d• dif•r•nta1 b•cterias encapsuladas (61). 

La principal causa de septic•mia neonatal en el Hospital 

Infantil de Hl!xico es Kleb&iella pne•Jmoniae y en segundo lugar se 

encuentra Escherichia f.!!..l..!. <63). Un patran simil~r ha •ido 

observado en la unidad de ter-apia ir1ten1iva neonatal del Centro 

Mldico Nacional on la ciudad de Mlxtco ( 105, 106). Es tas dos 

e 



1.n v1a cllisica y loqrar- asl, adem.!ls de 1Jn efecto 

bacteriolltíco dir-ecto, una opsoni:acibn adecuada para que la 

bacteria en cuestibn sea reconocida, 

las c!lulas taqoclticas del hu~sped· 

fagocitada y destruida por 

Estudios en ratas (30) y er1 ratonl!s C29) han demostrado que 

las cepas de Klebsiella pneumoniae que producen mayor- cantidad de 

polisac~rido capsular son más virulentas. El grado de bacteriemia 

y la mortalidad se reduce notablemente al administrar a 'º' 
animales 

contra 

con infecci~n e~perimental ar1ticuerpos 

los polisac&rldos capsulares de las cepas de 

especff i cos 

Klebsiel In 

pneumoniae inoculadas <28,30,60)· Este mismo efecto se obtiene en 

el caso d• •nticuerpos anticapsulares especlficos administrados a 

cobayos con sepsis por neumococos Clú). 

Lo• e>eperimentos que han utilizado animales no inmunes, 

deficientes de complemento y especfficamente de C4 han mostrado 

que es necesaria la integridad de la vfa alterna del complemento 

para que se llev• a cabo una adecuada depuraci~n de neumococos en 

el bazo (7) y que, cuando se encuentran presentes anticuerpos 

antic•psular•s especlticos y se cuenta con una v!a alterna del 

compl•mento intacta, la d•puracibn de neumococos virul•ntos, 

provistos d• una c•psula abundante, se lleva a cabo 

pret•rentemente en el hlgado (8,10)· Estas observaciones ayudan a 

comprender la susceptibilidad del hu~sped no inmune a est• tipo 

de bacterias encapsul•d•s, como serta el caso del recifn nacido, 

la ew•9•r•da susceptibilidad del hu~sped asplfnico no inmune y la 

eficacia protectora de los anticuerpos anticapsulares 

situaciones cllnicas C50)· 

10 
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A diferencia de los estud'ics in vitre que no rr.•Jestran 

alteracibn en la capacidad de faqo,:::itosis. y muertl' bactl!'riaria de 

los monocitas de reci•n nacidos; en modelos de sepsis neonatal 

eY.perimer1tal, utili:ando fetos de rata y r·atas reci!on nacidas, se 

ha demoo¡trado que la depuracidn de varias cepas de Escher·ichia 

cali y de Salmonella es menor que en las ratas adultas (85). La 

opsonizaci&n de estas bacterias con suero de rata adulta mejora 

Ja depuraci&n bacteriana en las ratas reci!on nacid~s C86). Los 

niveles de dapure.cibn bacteriana aumentan con la edad. Jo cual se 

asocia con mayor eficacia en la depu~acibn hepAtica. demostrado 

pcr mayor depuracid1' de bacterias radiotnarcadas (51,87'>• 

En diversos estudios l!'ttperimentales se ha demostrado ~ue los 

macrat•gos alveolares pulmonares de animales recifn nacidos 

ratadoa con bact•ri•• encapsulada•, como Escherichia 

Staphylococcus al1reu1, 

capacidad bactericida 

muestran una actividad fagocftica y una 

di9minuldas (112), lo cual parece estar 

ralacionado con deficiencias en las actividad&& de li1ozima, del 

ciclo de Kr•b• y de la vfa hexosa-monofosfato en esta• cflulas 

(74)· E atas funcione• tienden a recuperarse a partir de 

La capa e i dad de depuracibn bactoriana pulmonar sa 

disminuida en Animales recitn nacidos infectados 

eKperimentalm•nte con Staphylococcus ~ (93)• con 

pnoumoriiae •straptococos del qrupo B (94). o con Streptococcus 

(26)· Aunque la cantidad d• macrdfagos alveolares por gramo de 

tejido pulmonar es menor en los animales reciln nacidos que en 

11 



los adultos, Ja dep~traciPJn p•Jlmonar. de bacterias contin!la siendo 

deficiente en las pr·imeras semanas de e_é:to:'d• abn: a pesar .del 

incr&mento en el n~mero de c~lulas fa9ocfticas·~~~identes en los 
•"! ,. 

' ' ~ . 

La depuracibn hep~tica y la espl~ñica de coloide se han 

r·eportado disminuidas en las ratas recilon nacidas, al compararlas 

cor1 las obeervadas en ratas adultas (80). En las_ primeras semanas 

de edo!ld se encuentra en este modelo animal una mejorfa gradual de 

la depuracidn hep&tica de coloide, pero no de la depuracidn en el 

ba:o. O• estos resultados se ha sugerido una hipoesplenia 

fisiolbqica en las ratas recito nacidas, que explicarla en parte 

su mayor susceptibilidad a las infecciones por bacterias 

&ncaps•Jladas ($0) • 

El transplante de macrbfaqos peritoneales de animales 

recitn nacidas cor1 sepsis e>1perimental por 

estreptococos d•l qrupo B mejora la sobrevida a la infeccibn 

(92), lo cual sugiere que la deficiente funcidn de los macrdfa9os 

del huf1ped neonato contribuya a la mayor susc•ptibilidad a estas 

bacterias. 

prernaturo5 y d• 

qu• r•sultan en periodos prolongados do 

ri•sgo de infeccidn on estos pacientati 

coftlprom•tido• •• •l ser colonizados por 

mtcroorqanismo• hospitalarios que, como •n el ca5o de Kl•h~iella 

pnrumoniar, con frecurncia se manifiestan como patdgenos 

12 



oportunistds y presentan factores de mayor virulencia y 

resi"S.ter1cia m~ltiple a los antimicrobia'nos habit1Jalmer1t;e 

empleados en lo!i.5 ur1id.?1des de terapia r1eonatal (2,13,43,102,1~6)· 

Se h~ce necesario, por tanto, buscar alternativas para e1 

mancJo de estas infeccior1es, con base en un melar conocimierito de 

los mecanismos de defensa del neonato. 

La finalidad del presente trabajo es, precisamente, 

mejor conocimiento acerca del funcionamiento del SMF durante un 

la septicemia por Kleb~iella pne•imoni"'e en el animal r-ecil-n 

nacido, hu&sped que •• caracteriza por sus deficientes mecanismos 

de opsoni=aci&n y por su limitada respuesta de 

ante la inf•ccibn bacteriana (16,171-

leucocitos PMtls 

Propongo qu• la depuracibn retlculoendotelial de Kleb•iella 

pneumoni!• esta disminuida en el animal recltn nacido, lo cual 

condiciona ba.cteriemia persistente y de mayor ma•1nitud que en el 

animal adulto. E•tas circunstancias probablemente contribuyen a 

la mayor susceptibilidad del reci&n naci~o ante las infecciones 

por Klebsi•lla pneumo~ia•-

El conocimi•nto que genere este tr•bajo puede ••r de qr•n 

utilidad p•r• intentar modificacione~ eMperimentales de l•& 

condicionas de depuracibn bacteriana en el SMF del neon•to. 

'" 



OBJETIVOS• 

1· Establecer un modelo animal de sepsi& neonatal e~perimental 

por Ylebsiella pneYmoniae en ratas Wistar. 

Determinar la ca~acidad de depuracidn bacteriana en el 

bazo, hf9ado y pulmones de ratas Wistar recifn nacidas y 

adultas con sepsis e::Perimental por •:Iehsiella pneumonJ~e. 

3. Conoc•r la relacidn entre el compo~tam1ento de la bacteriemia 

por- Kl•bsiella pnc-umoriiae y su depuraci&r1 por brqanos 

espectticos del sistema ret!culoendotelial en ratas adultas y 

recito nacidas• 

H 1 P O T E 9 1 S 1 

La susceptibilidad • las infeccion•• graves por Kleb•i!lla 

pn1umpni•• •• mayor 1n las ratas Wistar reciln nacidas que en las 

•dultas, por lo que la bact•ri1mi• ser• de mayor duracibn y 

••gnitud •n 1•• r•t•• reciln nacidas, d•bido a una depuracidn 

r•tfculo•ndot•lial d! bacterias menos 1tectiva. 

14 



M A T E R 1 A L V M E T O D O S 1 

BACTERIA 

Utilizamos una cepa de Klebsiella pneumoniae obtenida de 

hemocultivos de vario~ reci~n nacidos hospitalizados en la unidad 

de cuidados intensivos neonatales del Centro Mtdico ''La Raza" del 

Instituto Mexicano del Seguro Social durante una epidemia de 

sepsis neonatal. Esta bacteria fue identificada y seroti~ificada 

en el De~artamento de Microbiologfa de la Escuela Nacional de 

Ciencias Biolagicas del Instituto Politlcnico Nacional y nos fue 

proporcio11ada gentilmente por la Dra. Ethel Garcla de Ortigo:a. 

polisacArido que contiene en su ••tructur• O-glucosa, 0-galacto•• 

y •cido 0-qlucurbnico en proporcione• mol•res 11211, que forman 

un• ••rie de ·unidades repetitiv•• del tetrasac•rido con la 

•iguient• disposician <101)• 

a-GlcUA 
114 b a b 

-(-+3-Gal-1-+3-úal-1-+3-0lc-1-+)-

1)· Con la finalidad de conocer el comportamiento de 

cr•cimiento loqarttmico mediante una cinttica de crecimiento 

bacteriolbqico• y se sembrb en una placa de aqar eo•ina azul de 

metileno• <EAM) con t&cnica de estri~cibn· Se incub6 durante 18 

15 



horas a 37 e y se separe! -una dé las _colonias para hacer pruebas 

bioqulmicas y r~tificar la identidad de Klebsiella pneumoniae. 

l·h). Una ve;: corroborada la cepa, se sembrc! una mi.1estra deo 

la bacteria en medio de cultivo lfquido1 caldo goya-tripticasa• 

<CST> y se incube! durante la noche a 37 c. De este cultivo se 

tomaron muestras de 0·5 ml que se inocularon simultAneamente en 

25 tubos diferentes con 5 ml de CST y se incubaron a 37 C en 

•qitacibn suave y constar1te. 

• (Bioxbn de H!xico). 

Ajustar.do a un valor basal de cero su hicieron 

medicion•s de la turbidez del medio de cultivo cada hora durante 

24 horas por densidad &ptica en ur1 espectrofot&metro (Beckman, 

"od•lo 26) a ~40 nm de lonqitud de onda de luz visible· Todas las 

••dicion•s a• hici•ron por triplicado lav•ndo previament• l• 

bacteria dos veces con soluci&n b•lanceada de fosfatos <PBS> a pH 

7·2 V centrifuqando • 7.500 rpm por 5 minutas par• r•suspender 

evitando 

de absorb•ncia 1 

propia de los 

l·d). El nbmero d• unidad•• formadoras de colonias (UFC) por 

•1 de cultivo en cada una d• las fases de l• cin•tica de 

creci•iento b•cteriano •• estimd de •cuerdo al sistema de 

n•felo•etrla de McFarland CaneNo No• 1) 1 para la cY•l se midia la 

d•nsidad &ptica d• los 10 tubos del nefel&metro •n •l mismo 

espectrofot&metro y con lo~ mismos parlmetras ya m•ncionadal• 

l•e}. Con la finalidad d& v&rificar la confiabilidad de las 

16 



lecturas de absorbancia del nefelbmetro de McFarland en cuanto a 

la estimacibn del n~mero de UFC en los cultivos de 1-'l~t·;;.iei la 

pneumon1ae, se hicieron siembras en a9ar EAM de muestr·as de 0-l 

ml d• varias diluciones del medio de cultivo liquido a diferentes 

intervalos.de crecimiento bacteriano y se incubaron a 37 C por 1~ 

horas para determinar el n~mero eMacto de UFC en placa. 

1 .. f). Las lecturas de absorbancia del cultivo de Kleb~iel?a 

pneumontae a diferentes intervalos de tiempo •• 
pollgono de frecuencias para evidenciar l•• fases 

lo9á~r:Jtmica y estacionaria en la cinttica de 

9rafi cd en 

de latl'ncia. 

crecimjcinto 

b•cteriano- A su vez, las lecturas de absorbancia d• los 10 tubos 

del nef•ldmetro de McFarland •• graficaron con •1 mismo sistema, 

d• t•l manera que pudimos determinar la cantidad d• UFC que 

correspondl•n • det•rmin•d•• lecturas y corr•lacionarlo con las 

l•cturas encontradas •n diferentes fases d• la cinttica• 

DOSIS LETAL HEDIA • 

2). Con la fir1alidad d• est.ablecer las dosis d• bact•rias 

n•c•••~ias para producir septicemia en l•s ratas adultas y en las 

r•ciln nacidas y qu• p•rmiti1r•n una sobr•vida sutici•nt• para 

d••pul• •valuar •l comportamiento de la d•Puraci&n r•tlculo-

1ndotelial, procedimos a establece~ una dosis letal m•dia tDl-~0) 

•n los dos grupos de edad• 

2·•>· s. 
pneuinoni•• K-a en CST incubado a 37 e durante una noche y •• 

sembraron en S ml de CST nuevo, el cual •• incuh6 a 37 C durante 
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el tiempo suficiente para loqrar una fase de crecimiento 

l ogarl tmi ca. 

2·b>. El n~mero de UFC en la fase loqarltmica del cultivo se 

e1tim6 s•q~n Ja densidad &ptica medida por espectrofometrla 

d• l•var dos veces con PBS y se aJustb a una 

conc&ntracibn de lxl0 .. 9 urctml comparando las 1 ecturas de 

absorb•ncia con las de la cu,..va del nefel&metro de Mcrarland· En 

todos los casos S• sembraron muestras de las diluciones empleadas 

par« verificar la cantid•d de UF'C estimada por densidad bptica• 

Para probar la dosis letal de la bacteria se 

utilizaron 36 ratas Wistar adultas, dl' 10 a 12 semanas de edi111d, 

d• •mbos ••>10•, con peso corpor•l d• 200 a 230 g. 9l' inocularon 

por vi• intrape,..itoneal (ip) seis difer•nt•s dilucion•s en PBS de 

la b•ct•ri•, d••d• 1x10 .. !5 UFC h•sta 2x10 .. 9 l.lf'C, a grupos de s•i• 

animales por c~da dilucidn en voldm•n•s de inyeccidn dl' ml· 

2.d)· S• observd la mortalidad •n cada uno de los seis 

la bacteri• y •• d•t•rmin6 l• DL-~ ••g6n •1 •squ•m• propu•sto 

por R••d y Hu•nch <88), medi•nt• la •iguient• f6rmula• 

2·d·l>· DL-~O • (DPM) (LogJO Fd) + (loglO dil > ~0%). 
~o - (%mortalidad < SO%) 

DPM • 

DPM• Dist•nci• proporcional d• mortalidad¡ 

Fd• Factor d• diluci6n· 

dil > ~OX 1 Fd con mortalidad pr6xim• Al 50%· 
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Lo• niveles stricos de ar1ticuerpos IqO e IqM 

••pec!ficos contra el polisacArido capsular K-8 de Klebsiella 

pneumoniae en las ratas adultas y en las madres de las ratas RN 

que •• util1:aron para este estudio se determinaron por ttcnica 

de ELISA, empleando un conJugado de peroxida$a con el anti-

•nticuerpo de r-C'lta en microplaca. Fueron descartados del estudio 

los •nimales que tuvieron niveles de anticuerpos superiores a los 

niveles de corte de absorbancia de 0.193 para IgG y 0.079 para 

antec~dentes de contacto con Klebsiella pneumoniae• 

3ob)· RATAS ADULTAS 1 Un qrupo de 50 ratas Wistar adultas 

de 10 • 12 semanas d• edad, de ambo• ••Mas, sin apar-eamiento 

previo, con P••o corporal de 216 9 ± 30 g, ae inoculd por vf~ ip 

•n o.s ml d• Pes • pH 7.2. 

d• 300 ul de ••ngre • todas la• •nim•les por puncibn d•l sena 

retra-orbit•rio con tubo c•pil•r en condtcion•• d• ••terilidad 

p•r• r••liz•r cu•nt•• tot•l•• de l•ucocitas <CTL) y h•mocultivos 

•n m•dto liquido d• c•lda c•r•bro-cor•zdn• (CCC>· Los m•dioa de 

cultivo •• incuh•ron • 37 C y sdlo •• cansid•r•ran n•g•tivos 

no pr•1ent•ron turbidez d•spufa de 72 horas do 

3.d)· A diferentes intervalos de tiempo post-intecci6n (0, 

12, 24, 48, 72, 96, 120 y 144 horas), se sacrificaron por 
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dislocamiento cervical grupos d~ 3 animales, a los cuales se les 

eKtraJo por puncibn cardiaca la mayor cantidad posible de sanqre, 

con Ja finalidad de limitar al m!nimo el volumen residual de 

s•n9re en los tejidos y en particular en h\gado, ba::o y pulmones. 

Los animales que murieron entre los intervalos tueron e11clufdos 

del •studio. 

En condiciones de esterilidad •• disecaron y 

•Ktrajeron los pulmones, el hlgado y el haza• Se lavaron en PBS 

••tfril y se p•saron por separado •n una balanza analltic• 

cSauter, Modelo 404). Cada uno de los dr9ano• se colocd en tubos 

d1t cristal d• '50 ml de c•pacidad y se homoganeizd en 10 ml de 

agua bidestilada estfril mediant• un pistan de tefldn conect•do • 

un rotor provisto d• control manual d• la velocidad de rotacidn 

CHIM, Modelo l~· Se hicieron cuatro dilucion•• subsecuentes de l 

ml de c•da suspensi&n en 9 ml de aqua bidestilada esttril, 

mixer, Modelo 1290)• Finalmente. se hicieron siembras masivas de 

10 ul y 100 ul de cada una de las muestras en placas d1t aqar EAM, 

las cuales se incubaron a 37 C durante 10 horas. 

condiciones ~· asepsia, •• diluyd ml •n 9 ml de agu• 

bidestilad• astlril y se hici•ron tres diluciones subsecuentes en 

aqua bidestilada hasta 1110,000, homogeneizando en cad~ paso ca~ 

•1 •gitadar vdrtex. De t,9~al manera, se sembraron en aqar EAM 

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

incut>aron las placas a 37 C por 18 hori.'IS• Ot1'a muestra de 0.1 ml 
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de sangre se sembrd en tubos con 1 ml de CCC y se incubd a 37 C, 

observAndose diariamente· por tres d!as para determinar 

cualitativamente por turbide: en el medio de cultivo el n~mero de 

hemacultivos positivos. 

3.q). RATAS RECIEN NACIDAS 1 De un total de 150 ratas 

Wi1t•r RN, menores de 49 hora• de edad y con pesa corporal de 

e.1 9 t 1.3 q, se asignaron al a:ar dos grupos de 75 ratas cada 

uno. Al primer grupa se inoculb par vla ip una DL-50 de 

Kltb1iell• pnrumonia• (l•l>t10"7 UFC), pr·eparada •n un volumen de 

l~O ul d• PBS a pH 7.2, rn tanto que al segundo grupo se inocu16 

por vta se en la b••• de la cola una DL-~O de la bacteria 

<1•:5)(10"7 UFC> •n uri volumen de inyeccibn d• 10 Ul• Los animale1 

S• marcaron en •l dorso con tintura d• cristal violeta segdn el 

tipo d• indculo aplicado y se asi9naron en grupo• de 10 ratas RN 

a lS r•t•s-madr•s •n pu•rp•rio inmtdi•to. Las rat•• R'N qut 

•~rieron entre lo• intervalos fu•ron e)Cclutdas del ensayo. 

Animal•• •• sacrificaron por disloc•miento 

12, 24, 48, 72, 96, 120 y 144 

hor••> y •• hizo puncibn cardiac• en condicione• de a••P•i• para 

••mbrar mut•tr•• de O·l ml de sangre en tubos con 1 ml de ccc, 

lo• cual•••• incubaron a 37 C y•• ob•ervaron diariamente· por 

tr•• di••• 

Lo• ~•dio• qut pr11•ntaron turbid&z 1e sembraron en placas de 

•9ar EAH y se incubaron a su vez a 37 C durante 10 hora~, con la 

tin•lidad d• identificar por mortologla de las colonias y por 
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tinci&n de Gram la presencia de Klebsiella pneumoniae. En los 

casos en que persistfa la duda se hicieron pruebas bioqufmicas • 

las bacterias aisladas, antes de considerar los hemocultivos como 

positivos a Klebsiella pneumoniae. 

3·1)· Una muestra de 0.1 ml de sanqre de cada rata•• diluy6 

en 9.9 ml de agua bidestilada estfril, •• homo9eneizd por 

'gitacidn en vdrteK y se sembraron muestras de 10 ul y 100 ul en 

J.olacas de agar EAl't que se incubaron • 37 C por- 10 horas. El 

ndm•ro de UFC en placa se reportd segdn el Indice de UFC/ml da 

••ngre p~ra determinar cuantitativamente la bacteriemia en estos 

animal e•• 

3·J)• Los pulmones, el hlgado y el bazo de estos •nimales 

fueron disecados y eKtraldos en condiciones de esterilidad. Se 

lav•ron en PB$ estlril y •• pesaron por separado en l• balanza 

•nalltic•· Se colace cada ergano en un tubo de cristal con 

capacid•d de 20 ml y •• homogeneiz6 en ~ ml de agua bidestilada 

esttril con un pisten de tetlen conectado a un rotor. Se 

diluyeron 0.5 ml de cada suspensien en 4.5 ml de aqua bidestilada 

estlr-il y se homogeneizaron con un agitador verteK• O• Jgual 

man•ra, se hicieron dos diluciones subsecuentes de 1 ml en 9. ml 

de agua bidestilada estfril y se sembraron en placas de •gar EAM 

mu•stras de 10 ul y 100 ul de cada di lucibn y se- inc•Jbaron á "J.7 C 

por 1$ horasª 

CUENTAS DE LEUCOCITOS CIRCULANTES t 

4)a En todas las ratas i~fectadas con Klebsiella pneumoniae 
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&e ·hicieron cuent~• tot•l•• <CTL> y diferenciale~ de leucoc.itos 

en sangre peritfrica en diferentes intervalo$ de tiempo despu's 

del r~to con la bacteria <O. 3, 6, 12, 24, 4$, 72, 96, 120 y tdd 

horas). 

d.a)• S• utilizaron pipetas de Thom.a. par.a glttbulos t.J.nncos. 

cor1 solucidn d• Turk <Acido ac~tico a.1 3%) par-a 1.1ilui.r- la mut>stra 

y tisar eritrocitos. Las lecturat. de las CTL ~e hicieron en 

ciitn•ra• de N•ub•u•r c.on •l microscopio bptico a 10x y '1ú"• 

i:J.b)• Par·a l•• cuentas difer-enciale11 de le\.tcocitos~ se 

hicieron tratts d• ••ngr• t•tfidot. con calora11te de Wright y se 

cantaron 100 • 200 cfl\.1la• en •1 mt<:rscopio f!Jptico a lOO>i· .El 

porcenta..;e- d• Pf'tN1 y •1 d• monocitos se 1t1\.1ltiplicd pot" la CTL de 

c•d• m1..1.e•tra. 

4.c). A cada subtot•l se rest6 el valor ba•~l del tiempo 

cero para conoc•r 1&• v•ri~ciones en la• CTL y •n la~ cuentas de 

PMN• y monocito• circulantes a dit~~ente~ intervalos de tiempo 

postinfecci6nt t•nto •n la• r•t•• •dultaa como •n las RN. 

INTERPRETACIOH 1 

~~•>• EJ comportamiento d• l• btcteriemia po~ Kl•bsi•lla 

pn1umqnit1 •• inveatiqd en do• a1p1ctos• 

5.a.t). Cu•lit•tivo, •n cuanta a los r•sultado& d• lo• 

h•~~cultivos en CCC, repo~tAndo•• •dlam•nt• coma n~m•ro d• 

he11toeultivos po•itivos • 
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cuantitativo, de acuerdo al nllmero de UFC 

cultivadas en las placas de agar EAH· Este ndmera se 

multiplicd par el factor de dilucidn de las muestras sembradas 

para determinar la cantidad de UFC por ml de san~re •n cada 

anim•l·. Se report6 el promedio de UFC/ml de 1an9re en los 

animales correspondientes a cada intervalo post-inf•ccibn en 

ambos grupos de edad. 

La depuracibn de klebsiella pneumoniae en los brganos 

del SRE qu• investigamos se interpretd cuantitativamente, par• lo 

cual multiplicamos el ndmero de UFC cultivadas en las placas de 

•qar EAM por •1 factor de dilUcibn d• las mu•stras sembradas V 

este total lo dividimos entra el peso del &rqano correspondiente. 

de tal maner• que determinamos un Indice de UFC/gr•mo de P••o de 

hlgado, bazo y ~ulmones, respectivamente. Se reportd el prom•dio 

de UFC/g para cada drgano en los animales correspondientes a cada 

intervalo post-infecci&n en ambos 9rupos de edad. 

5·c>. En los diferentes intervalos d• tiempo post-tnfeccibn 

que se estudiaron, se determind en ambos grupos de edad la 

asocia·ctdn •ntr• la magnitud de la bacteri•mia medida como UFC/ml 

de sanqr• V l• car1tidad de UFC/q •ncontrada en cada uno de los 

tr•s órganos cultivados, con l• finalidad d• conocer la r•laci6n 

la capacidad d• d•puracidn bacteriana de cada uno de ellos 

y la presencia da bacterias circulantes en sangre• 

Las vlas de inbculo de la bacteria en las ratas RN •• 

compararon en cuanto al comportamiento de 

manera cualitativa, segdn el ~dmero de hemocultivos positivos en 
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CCC en los diferentes. intervalos de tiemp·o poit-inteccibn· Este 

ens•yo tue motivado por el halla:90 de que las DL-SO por vfa ip o 

se en las ratas RN fu..-ron estrechamente similareli (1·12>et0•7 LIFC 

por vla ip y 1.36>e10•7 UFC por vla sc)• 

s.el. Las CTL en sanqre perif~rica a diferentes intervalos 

post-infeccibn se reportaron de acuerdo a la variacibn positiva o 

negativa de un valor basal, tomado de las CTL de cada uno de los 

anim•l•s adultos antes de ser infectados y de un grupo testi90 de 

20 animales no infectados en el caso de las rate1s RN· 

ANALISIS ESTADISTICO 1 

6). Con l• finalidad de definir diferencias entre los 

d• retfculoendotelial de Klebsiel la 

pntumgni•• en ambos grupos de edad y su relacidn con el 

comport•miento de la bacteriemia a diferentes intervalos de 

ti••po post-infeccidn, planteamos las siguientes hipdtesis 

est•dJsticas de nulidad (H·O> y .alternativas fH.1, H·2, etcl para 

los diferentes aspectos analizados• 

6·•>· H·O• L• b.acteriemia por Klebsiella pneumoniae, despufs 

del in&culo e>ep•rimer1tal de una DL-50 en ratas Wistar •• 

cuantttativam•nte iqual en las ~•tas adultas que en las ratas RN. 

H•lt La bacteriemia por Klebsiella pne•Jmontae, despul!!s del 

in6culo de un• DL-~0 en ratas Wistar es mayor en las ratas 

adultas que en las rata• recitn r1acidas• 

H·2• La bilcteriemia por Klebsiolla pneumoniae, despu~s del 
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indculo de una DL-SO, es meno~ en las ratas adultas que en las 

rata~ reci~n nacidas. 

Para probar esta H·O utili~amos una prueba no param&trica 

para dos mue•tras no relacionadas, ya que los valores de X 

estaban repres•ntados por un Indice CUFC/ml) y se contrastaban 

mue«.tras independiente•· Aplicamos la prueba U de Mann-Whitney 

eon un valor de si9nificancia alfa O•OS (97). 

6·b). H.01 L4 depuraci6n hep•tic~, espl&nica y ~ulmonar de 

Kleb1iella pneumoniae ~ diferent•~ int~rvalos de tiempo po5t­

inteccibn •n rata~ Wistar tnoeul-d•s con una DL-50 •• iqual en 

l•s r•t•• •dult•• qu• en las r•tas RN• 

H·l• La depuraei~n hep~ttca, ••PllnJca y pulmonar de 

Klrbstella pn•umoniat a dif•r•ntes intervalos po~t-infeccidn en 

r•t•• Wist~r inocul~das con uoa DL-SO •• mayor •n la1 r&t•s 

•dUltas qu• •n las r•t•~ RN· 

Kltbtill'lla pr1•1Jmonia• • difirr•nte11 int•rvialo1 po._t-infec:c:i6o en 

rat•• ·Wi6tar inoculada• con una DL-50 •s m•nor •n l•• rat•• 

•dutta1 que •n las rat•s RN• 

Con 1• fin•lid•d de probar •stas hip&t•sia estadlsticas. 

utili%amos la prueba d• varianza ~or ~an9os de Kru1kal-Walli1 

(97) para d•finir diferencias 9lobal~s •ntre los dos grupos a. 

•dad y aplicamos J~ prueba U de Mann-Whitney para dos muestras no 

relacionadas (97), par-a coritra.-&tar lil depura.clbn bacteriana. en 

cada un~ de los drganos entre ambos grupos. 
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6.c). 

d•pur•cidn 

estudiados, 

prueba d• 

Para establecer la relacidn entre la bacteriemia y la 

bacteriana encontrada en cada uno de los drganos 

reali:amos coeficientes de correlacidn mediante la 

rangos de Spearman (97) en los dos grupos de edad y 

mostramos los datos mediante grAticas de reqresibn lineal <32)· 

6.d). O•_ manera •dicional, hicimos un contraste entre las 

cantidad•• de UFC/9 •ncontradas en hfgado, bazo y pulmones en 

c•d• uno de los grupos d• edad por separadof lsto con la 

finalidad de conocer la importancia de cada dr9ano en la 

d•puracidn de Klrbsiell• pneumoni•e a los diferentes intervalos 

d• tiempo post-infeccidn investtgedos. 

S• aplicaron pru•bas d• vari•nz• por ranqos d• Fri•dman (97) 

a los datos d• UFC/g •n los tre• dr9anos d•I SRE cultivados en el 

grupo d• las ratas adultas y tambifn para el grupo de ratas RN y 

•• .d•fini•ron dif•r•ncias esprcfficas •ntre los tres drganos en 

cada uno d• los grupos de edad mediante la prueba U de Mann­

Whitney, con un valor alfa o.o~ (97). 
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RESULTADOS 

BACTERIA 1 

pneumoniae serotipo capsular K-S ae muestra en la figura No. l• 

Como puede.apreciarse, la primera fase, tambiln llamada tase de 

latencia o tase "lag", fu• sdlo de una hora, tal como se esperaba 

despuds de haber realizado el cultivo nocturno previo· Luego, 

puede observarse quQ la bacteria entra en una fase de cr•cimiento 

logarftmico sostenido en las 1i9uientes tres horas y finalmente, 

a partir de las cuatro horas de cultivo entra en una tase 

estacionaria• En esta curv• podemos ver que la tas• de mayor 

cr•cimiento se •ncuentra •ntre las dos y tr•• horas de cultivo, 

d•l cultivo •n CST reali:ado • p•rtir d•l cultivo nocturno 

l·b>· El nefeldmetro de McFarl•nd (83) consta de 10 tubos de 

cr-ist•l que contienen difer•ntes proporciones de H so· al 1% V 
2 4 

BaCl el 1%, preparados como se muestra en •l an•XD No- l, lo 
2 

cual produce dit•r•ntes bptica por 

3,000 millon•• de UFC. Al hac•r laa lecturas de abaorhancia de 

loa tubos del n•felbmetro de McFarland en el esoectrofotbmetro, 

cultivos 

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

29 



agar EAN la cantidad de UFC estimadas por este m~todo, 

•ncontramos una var-i·acidn de apenas t 1 UFC de los factores de 

dilucidn probados (x10"-7, x10"-S y Ki0"-9). 

DOSIS LETAL "EDJA 1 

2) • L• dilucibn basal (1H10"0) corr-e&pondib a 1x10"10 UrC de 

El r•sultado final d• la fbr-mula pre-sentada en el lndic• 

•n loqaritmo d• h••• 10• por lo tanto, •• obtuvo •l •ntiloqaritmo 

d•l r••ultado y •• multiplicd por la conc•ntr•cidn basal de urc 

CIM10"10), para conoc•r l• DL-SO •K•ct• •n cad• uno de los grupos 

d• •dad d• los animal•• r•t•dos. 

2·•>• El •n•ayo para d•t•rminar la DL-~O de Kleb&iell• 

pn•umoni•• K-e por vfa ip en ratas Wistar adultas se esquematiza 

a continuaci6n• 

INOCULO ip 
UFC 

* RATAS 

2M10"-1 6 

l>elO"-J. 6 

MORTALIDAD 

6 

6 

SOBREVIDA 
ACUMULADA 

o 

o 

MORTALIDAD 
ACUMULADA 

14 

a 

<%> DE 
MORTALIDAD 

100. 

100· * 
lxl0"-2 6 2 4 2 33.3 * 
lMl0"-3 6 o JO o O· 

txl0"-4 6 o 16 o o. 

lMlO"-~ 6 o 22 o O• 
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* El porcentaje d~ mortal~dad se obtiene del producto de ; 

Mortalidad acumulada I Ho~t~lidad aeumulada • Sobrevida acumulada. 

Aplicando la fdrmula 2·d·1· (9$)1 

.. OPM • (50 - 33,3) / ( 101..' - Zl.3) 0.25 ' 
Loq!O do! fd {M10"'-1) e -1 

(DPM) (LoglO fd) e (0.2S) (-1) = -0-25 ' 
LoqlO di! > ªº~ (1H10.,-1) e -1 1 

(-0.25) + C-ll a -1 .2s ' antit.0910 -1 .25 ... 5·6>:10"-2 1 

DL-~O .. (5•6K10"-2) (1)(10-10) • '!'i·6t<l0"0· 

Por lo tanto, DL-50 • S-6~10~0 UFC• (Ratas adultas, v!a ip). 

2.b)· En'layo para determinar la DL-50 por vi.a ip en ratas RNt 

INOCULO lp • RATAS MORTALIDAD S08Rt:VIDA MORTALIDAD cu DE 
urc ACUMllLADA ACllt1ULADA MORTALIDAD 

-----------------------------------------------------------------2Kl0"-1 10 10 o 
2Kl0"-2 ., 9 o 

2H10"-3 6 4 2 

2M 10'"-4 a 4 6 

2l< 10•-5 10 o 16 

2.><10"-b 10 o 26 

* DP" • (50 - 40) I <SO - 40) • 0.2~ ' 

LoqlO d•l Fd (Kto•-1) ~ -1 ' 

(DPM) (Lo910 Fd) • (0•25) (-1) a -0·25 

LoqlO dil > !50"- <2n10"-3) = -2·699 ( 

27 100· 

17 100· 

e eo. * 
4 40· • 
o o. 
o O· 

(-0·25> + (-2.699) • -2·9d9 ' antiLogtO -2-949 • 1·12xto~-3 t 

DL-50 a (1·12Kt0"-3) (1K10~10} • 1·12~10·7. 

Par to tanto, OL-~O • 1·12xl0•7 UFC· (Rata• RN, vta iP)• 
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2· e). Ensayo para definir· la DL-50 por vfa se •n ratas RN• 

INOCULO IC • RATAS MORTAl.IDAD SOBREVIDA MORTALIDAD (%) DE 
UFC ACUMUl.ADA ACUMULADA MORTALIDAD 

-----------------------------------------------------------------a • .Jxt0"-2 10 10 o 20 100. 

4•3M10 .. -3 10 10 o 10 100. • 
a.3)(10"-4 10 o 10 

d·:Sx10 ... -5 10 o 20 

d•3H10 .. -6 lú o 30 

• DPM • (50 - 0) I (100 - 0) a 0.5 1 

Lo910 del Fd (H10"-1) • -1 1 

(DPM) (l.0910 Fd) a (0.5) <-1) a -O·S 

LoglO dil > 30% (d·3M10"-3) a -2.366 

o o. * 
o o. 

o o. 

(-0·5) + <-2·366) a -2·866 ' antiloq10 -2.866 a 1·36xto~-3 ' 

DL-~0 • (1.36x10"-3) (1M10"10) a l•36xl0"7• 

DE~CION BACTERIANA 1 

BACTERIDflA 1 

La bacteriemfa •n 1 .. RN, m•dida 

cu•lit•tivamente por •l ndmero d• hemocultivos positivos a 

ind•p•ndi•ntem•nt• de la vta de indculo emplead~, lo cual se 

confirma al encontrar una correlacidn po1ittva por una r de 

Sp•arman • 0.7917, significativa para un valor de p a 0-0084• 
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3.b). En la figura No• 3·A "se muestra gr.tficament• que todas 

las ratas adultas y las ratas RN tuvieron hemocultivos positivos 

a Klebsiella pneumoniae a partir de las 6 horas post-infeccidn y 

que aunque en ambos grupos empe:aron a aparecer hemocultivos 

n•g•tivos a partir de las 72 horas, en el grupo de ratas RN hubo 

hemocultivos positivos hasta las 1d4 horas inclusive. en tanto 

que en las ratas adultas todos loa hemocultivo& fueron negativos 

• partir de las 120 horC\S• 

En la ti9ur• No. 3·8 se puede apreciar el comportamiento 

cuantitt1tivo de l• bacteri•mia en ambos grupos, representando en 

una escala logarftmica de base 10 los promedios del ndmero de UFC 

d• Kl1b1t1lla pnru(!!onia• por ml de ••ngre en los diferentes 

int•rvalo• poat-infecci&n. Como pu•de obt•rvars•, la mayor 

cantidad d• bacterias •n sangre •• pre••nt& en ambos grupos a las 

12 horas del enfrentamiento. La bacte1 .. iemia en todo momento fue 

d• m•nor magnitud •n •1 grupo de ratas adultas, que a las 96 

horas post-intecctdn •dlo presentd un hemocultivo positivo con 

menos de 100 UFC/ml d• sangreJ en tanto que en l•• rat•s RN 

aiempr• hubo UnA cantidad signiticativ• d• b•ct•ria1 •n sangre• 

Al contrastar •l grado d• bact•riemi• 1ncontrado •n •mbo1 

~rupoa, obs•rvamoa que fue aiqnificativamente mayor en •l grupo 

de rata1 RN con un valor de U de Hann-Whitn•y • 11, qu• 

corresponde a una p .. 0.0001. Lo1 valores promedio d• LIFC/ml se 

pr•s•ntan en el cuadro No• 2. 
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DEPURACION RETIOJLOENDOTELIAL 1 

RATAS ADULTAS : 

d.a). La figur• No. 4 muestra una ilustracibn mediante 

b•rras de la cantidad d• bacterias cultivadas de los brgancs del 

SRE que investigamos a diferentes intervalos post-infeccidn· Se 

repres•nta el logaritmo base Jó de las UFC de Klebsiella 

pn1umon1ae por grame de peso del hfgado, bazo y pulmones. Se 

puede apreciar que en las primeras 24 horas el bazo contenla 

mayor cantidad de bacterias/grame, en tanto que a las 48 horas Y 

72 horas hubo m•s bacterias por grame de tejido en el hlgado. Es 

notabl• que l• magnitud de depuracibn bacteriana por Jos pulmones 

fur siempre menor• 

d•I 

Al contrastar los Indices dt UFC/q entre estos tr•s 

SRE, considerando globalmente todoa loa interv•lo• 

infeccidn investigados, se demostrd una diferencia significativa 

•ediante un •n•lisi• de varianza por rangos de Friedman con un 

v•lor de 6.333, para una p a 0.0421. 

Ahor• bien. al contrastar los Indices de UFC/g entre 6r9anoa 

e•peclficos hubo poc• dif•renci• eatadlatica •ntre hlgado y bazo, 

de~oatr•d• medi•nte un valor U• 20 CU de Mann-Whitnwey), que 

corresponde a un• p • 0.31, no al9nificativa. Aunque l• c•ntidad 

d• UFC/9 tanto en el bazo como en el hlgado fue mayor qu• en loa 

pulmon•• •n lo• intervalo• de l•• 3 horas a las 24 horas, las 

diferencias qlobalea no fueron e•tadtattcament• si9niticativas• 

Lo• V•lore• promedio de UFC/g p•r• cada drgano y sus respectivos 

v•lores de U de Mann-Whitney. se pr•sant•n •n el cu•dro No. 3. 

34 



RATAS RECIEN NACIDAS 1 

4.b). La cantidad de bacterias aisladas de cada uno de los 

drganos del SRE investigados en el modelo de sepais neonatal 

daspu•s de una DL-50 de Klebsiella pneumoniae se muestra en l• 

9r&tica de barras de la figura No• s. Puede observarse que desde 

las 3 horas post-inteccidn hubo mayor cantidad de UFC/9 en al 

hl9ado y a las 12 horas se alcanzb el mavor n6mero de bacteri•s 

tanto en al hlqado como en el bazo, en tanto que la depuracibn 

pulmonar si•mpre fue menor• 

Al hacer un contraste d~ Ja dopuracibn bacteriana apreciada 

an estos tras drganos d•l SRE, encontramos qu• hubo una 

diferencia significativa demostrada madiante la prueba da rangos 

de Fri•dm•n, con un valor de 11·5~6, para una p • 0·0031. 

Al identificar 101 puntos d• •sta dif•renci•, utilizando 

para ello la pru•b• U d• Mann-Whitney, encontramos que la 

cantidad de UFC/9 fue mayor en el hlgado que •n •l bazo (U • 17' 

p • o.034) y qua en los pulmonas (U a 1, pu 0.0004)• En cambio, 

a pesar d• que la cantidad da UFC/g tu• mayor en el bazo que en 

los pulmones, la dit•r•ncia estadlstica no tu• significativa <U• 

23·S• p • 0·122). Al obs•rvar por separado 101 intervalos, da l•• 

6 horas • las 144 horas post-intaccidn hubo mayor depuracidn 

hap•tic•· De i9ual manora, la depuracidn •spllnica tue mayor a la 

obs•rvad• •n los pulmon•s entre l•• 3 horas y las 48 horas 

d•spuls del r•to con l• bacteria. En el cU•dro No• 4 •• muestr•n 

los promedios de Jos valores de UFC/g en los diferentes 

intervalos de tivmpo post-inteccibn· 
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PATRONES DE DEPURACION BACTERIANA 1 

4·cl• Es grAficamente visible la diferencia entre los 

p~trones de depuracibn bacteriana de las ratas adultas y ratas 

valores de UFC/g encontrados en las ratas de ambos grupos de edad 

m•diant• la prueba de varianza por rangos de Kruskal-Wallis. 

oh••rvamos un valor de 17-762, con el cual la diferencia 

estadtstica fue •iqnificativa para un valor de p a 0·003· 

Ahora bien, al considerar por separado cada uno de los 

c•ntid•d d• UFC/g 

durant• mas tiempo en el hfgado d• las ratas RN que en el hfgado 

d• l•s ratas adult••t ••t• dif•rencia fua significativa, con una 

U d• M•nn-Whitney • 7 y un valor de p < 0.01. 

A pesar de que los cultivos para Kltb•i•lla pn•umgnia1 

tu1ron positivos por m•s tiempo 10 11 bazo y los pulmones de las 

rat•s RN qui'" los d• las ratas adultas. la cantidad de UFC/g no 

tu• ~uy superior en 11 grupo d• ratas RN y las diferencias en la 

depuract&n b•cteri•n• espltnic• y pulmonar entre ambos grupos no 

fueron estadlstic•m•nt• significativas. 

RELACION ENTRE llACTERIE"IA Y DEPURACION RETICULOENDOTELIAL 

4·dl· En la figura No• 6 se muestran las grAficas de 

' r•qresi&n lin••l resultante& de 101 cAlculos de corr•lactbn. 

•eftal•dos en ••cala loq~rltmica de base 10, entr~ los valores de 
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UFC/9 obtenidos de hfgado, ba:o o pulmones (abscisas) y los 

valores de UFC/ml de sil'filqre (ordenadas) encontrados en cada una 

de las ratas de ambo• grupos, adultas y r-ecifn nacidas, 

diferentes intervalos post-infeccidn. 

en los 

La depuracidn hep&tic• de Klebsiella pneumoniae en las ratas 

adultas mostrd una correlacidn positiv• con la bacteriemia, 

estadfsticamente si9nific•tiva por una r de Spearman • 0·7143, 

que corresponde a un valor de p • 0·036· En cambio, en las ratas 

reciln nacidas no se encontrd correlacidn significativa entre 

estos valores (r de Spearman m -0.2375 f p = 0.276)· 

La depuracibn espllnica tuvo una correlacibn positiva con la 

bacteriemia en ambos grupos de edad. Dicha correlacibn fue 

estadfsticament• significativa en las ratas adultas con un 

coeficiente r d• Spearman • Oo7S57, para ~na p a 0.0009. En las 

ratas RN esta correlacidn positiva fue muy notable, con una r d• 

Spearman • 0-8273, para un valor siqnificativo de p • 0.004. 

La correlacidn entre depuracilln pulmonar y bacteriemia fue 

positiva en ambos grupos de edad, pero •dlo fue significativa en 

las ratas adultas, en las que se observd un coeficient• r de 

Spearman • o.0303, que corresponde a una p • 0·00871 •n tanto qu• 

•n la• r-atas RN el coeftcient• d• co.-.relecibn d• Sp•arman fue de 

0.0375 1 con un valor no significativo de p • 0.463· 

CUENTAS DE LEUCOCITOS CIRCULANTES 1 

~). La• cuentas de leucocitos totales circulantes (H mm~3) 

antes de infectar con Klebsiella pn~umoni•~ a las 30 ratas 
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•dultas. fueran CX ~O.E.) 1 9.680 z 4.794 y en las 20 ratas 

recitn nacidas tomadas como tiempo cero correspondieron a 

2,930 :!" 1,164· 

5·a)• Los cambios en las cuentas totales de leucocitos 

observados • los diferentes intervalos de tiempo post-infeccidn 

s• muestran en el cu•dro No. s. Donde se aprecia que entre las 3 

horas y 6 horas post-infeccidn se manifiesta discreta leucopenia, 

seguid• d• un pico d• Jeucocitosis a l•s 12 horas y de un pico de 

l•ucopeni• entre l•s 48 hora• y 72 horas desputs del reto con 

Klebsirll• pneumoni••, para despuls regresar a los niveles 

bas•les, persistiendo discreta t•ndenci• a la l•ucocitosis• 

Los c•mbios observados en las CTL d• las r•tas RN infectadas 

fueron m'• discr•tos, •unque notablemente diferente1 de los 

obs•~v•dos en l•• r•t•s adultas• Hubo un aumento d• l•ucocitos 

seguido pol"' 

una f••• prolongada d• leucop•nia •ntre las 6 horas y 96 horas, 

otro pico de leucocitosis a las 120 horas y tendencia • la 

r•cuperaci&n de los valorea ba1•le1 hacia las 144 horas ; 

Los cambios •n las cu•ntas de leucocitos PMNs 

circulant•• tambiln fU•ron dif•r•ntea en loa dos grupos de ed•d· 

Las rat•• adulta• pr•sentaron un •um•nto progr••ivo d• los PMNs 

que hizo pico a l•• 12 horas, tras lo cual disminuyeron •n torma 

•1gnific•tiv• •ntr• las 49 horas y la• 72 hor•s, mostrando 

despu•• una tendencia • la recup•racidn d• los valores basal••· 



presentaron disminucibn de los PMNs circulantes desde las 3 horas 

h.a.sta las 96 horas post-infeccfbn y fue hasta las 120 horas que 

tuvieron un incremento de las cu•ntas basales de los PMNs en 

sangre perif~ric•• 

L .. cuentas de monocitos circulantes se modificaron 

durante la 1epsi1 por Klebsi•lla pne1Jmonia• de la manera qu• •• 

muestra •n el cuadro No. 7• Llama la atenci~n el aumento 

observado a las 12 horas po1t-infeccibn en las ratas adultas v 

QU! los cambios siguientes son muy parecidos a los •ncantrados en 

l.as CTL • 

En a pesar d• que las cu•ntas de PMNs v la• 

CTL fu•ron menor•• a los niveles basales hasta las 96 horas post­

infeccibn, las cuantas da monocitos circulante~ si•mpre fueron 

superiores •l .valor basal, con excepcibn d• una discreta 

dtsminucidn a la• 72 horas, durante el momento de mayor 

l•ucopeni•· 
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i D 1 S C U S 1 O N 

El p•riodo neonatal representa un• etapa crucial do 

transicidn para muchos sistema& y funciones. El sistema 

inmunolbgico del feto re~ne caraeterlsticas particulares que son 

r•1ultado d• requerimiento• fisialbgicos contradictoria•t pues, 

por una parte, la •dquisicibn temprana de una competencia 

inmunolbqic• completa serla peligrosa para el delicado equilibrio 

•ntr• el "inJ•rto fet•l" y la madr~ como hospederot pero, por 

la inmunocompetencia temprana serla muy v•liosa para 

•vitar o limit•r la eventual transmisidn por vfa transplacentaria 

de microorg•nismos p•tdgenos (68,69)• 

El resultado d• estos requerimientos contradictorios es un 

complic•do compromiso inmunaldgico, producto de la madur•cidn 

incomplet• d• v•ria• aubpobl•cion•s c•lular•• y de la aupreaidn 

•ctiv• d• otraa funcione• y cflula• que 1e •ncuentr•n ya 

compl•t•m•nt• d•1 .. rrollad•• •n el fll!'to. 

L• 9ran suac•ptibilidad d•l neon•to • l•B infecciones es 

r•ault•do, •1 menos en p•rt•, d• la P•rsistenci• d• l• 

inmuno•upr•at&n o d• l• m•dur•ci&n incompleta de 101 mecanismos 

·d• d•f•naa que, h••t• un•• horas antes, correspondlan a lo qu• 

fu• un "inJ•rto fetal"• 

que la deficiente capecidad d• depuracibn 

b•ct•ri•n• d•l SMF de las rata• r•ciln n•cidas que estudiamos, 

constituye uno de los factores que contribuyen a la mayor 

susceptibilidad q~t• presentan los hu~spedes neonatos a las 
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infecciones qraves y en especial a la septicemia por Klebsiella 

oneumoniae. 

El primer halla:qo interesante en nuestros resultados· es la 

similitud observada en el comportamiento de la bacteriemia por 

Klebsiella pneumoniae en las ratas recitn nacidas al ser 

inoculada• con una DL-50 de la bacteria por vla ip o por vla se 

en la base de la cola (cuadro No. l). 

resulta muy importante en cuanto al maneJo del 

modelo •nimal de s•p•i• neonatal, ya que nos ha permitido contar 

con un modelo de infeccidn experimental muy confiable cuando 

utilizamos la vla subcutAnea en la base de la cola de animales 

recitn nacidos. La confiabilidad de este mttodo ha sido reportada 

tambitn por Fisher y col• (36) para su modelo de sepsis neonatal 

eKperimental po~ estreptococos del qrupo B en ratas-

Debido a las dificultades tdcnica1 que plantea la v!a do 

acceso ip en los animales neonatos, ya que que su pared abdominal 

es muy delqada y con fr·ecuencia se pierden cantidades 

considerables del indculo, se hace necesario utili%ar n~meros 

grande~ de animales para limitar el efecto d• variabilidad y 

obtener result•dos confi•bl•S• Las ventajas del inbculo &e en la 

base d• la cola que hemos observado sobre la vfa ip en animales 

r•citn nacidos son1 

a). El VDlumen de la inyeccibn no se pierde· 

b). El procedimiento es menos traumAtico. 

c). Los resultados son reproducibles con n~meros pequeflos de 

animales neonatos. 
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Estas observaciones pudimos cohffrmarlas tambf~n en ratones 

RN y hAmster RN (datos no mostrados an ~sta trabajo), adem&s de 

lo ya mencionado en las ratas RN. Otras obsarvacione1 

interes•nt•• que no mostramos en estos resultados fueron l• 

presencia de bactariemfa a partir de los 30 minutos post­

inteccJbn con un• DL-50 de ~lebsiella pneumoniae en ratas Wistar 

RN inocul•d•s por vfa ip o por vfa SC• Adem4s, observamos 

pre••ncia de la bacteria •n una tercera p•rte de Jos cultivos del 

c•rebro de la• ratas RN inoculadas por cualquiera de estas dos 

• las 4S horas de int•ctarlas con una DL-SO de Klvbsiella 

Cuando intentamos el inbculo de la bacteria por vla ac •n Ja 

h••• de l• cola d• rata1 Wist~r adultas, sblamente logramos 

inducir la tormacidn loc•l d• un absceso y l• hacterfemia •e 

pre•entb •n pocos animales y de manera inconstante, abn a pesQr 

de que admfnf1tramos dosis de la bacteria hasta 100 v•ces mayor 

que una DL-50 establecida pr•viamente por indculo fp. 

Nu•stroa re•ultados no• p•rmiten supon•r qU• la vfa de 

indculo se en l•s r•t•a RN •• dtil y confiable para producir 

experiment•l por Kltb•i•lla pntumonia@, pero no es 

Un• vez que consid•ramoa 1stabl1cido nuestro mod•lo •nimal 

de ••P•i• •Xperim•ntal, proc•dimos a inv•stigar el comportami•nto 

d• 1• bacteri•mia, la depuraci6n bacteriana y la respu•sta de 

leucocitos circulantes •n ratas Adultas y contrastamos tales 
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hallazgos con los que observamos en las ratas RN, no con el af•n 

de comparar dos grupos tan heterog~neos, si no con la finalidad 

d• definir diferencias en el compDrtamiento de los fenómenos 

biold9icos estudiados. 

Asl, pudimos observar que las dosis de Klebsiella pneumoniae 

por gramo de peso corporal requeridas para alcanzar una DL-50 

fueron proporcionalmente mayores •n las ratas adultas (2·9 M10~6 

UFC/g) que en las RN (1·2~ M10~6 UFC/g)f lo cual, en principio, 

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

La magnitud de la bacteriemia fue significativamente mayor 

•n las ratas RN y la neqativi%acibn de lo• hemocultivos fue m•s 

temprana en l•• ratas adultas <fl9ura No• 3 y cuadro No. 2), lo 

cual indica una funcibn de depuracibn bacteriana deficient• en 

las ratas RN· Esta• observaciones son semejantes a las reportadas 

por Reade y col• (85-87) en ratas RN infectadas con Escherichia 

~o con Salmonella. 

Al estudiar la d•puracibn de Klebsiella pneumoniae en 

dr9anos especifico• d•l SRE, observamos en las ratas adultas 

Ccuadto No· 3) un patrbn de d•puracibn pr•dominante en el ba:o y 

en el hlgado, lo cual •s compatible con la actividad fagocttica 

d• d•puraci&n esperada en estos dos brganos (91°}¡ en tanto que en 

l•• ratas RN fue pr•dominante l• depuracibn bact•riana en el 

hf9ado (cuadro No. 4). Es notable que en ambos grupos de edad la 

d•puracidn pulmonar fue mfnima. 

Estos sugieren en el animal adulto un 

comportamiento de depuracidn de Klebsiella pneumoniae similar al 
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observado por Hosea y cols (45) y Brown y cols (7) en cobayos 

adultos no inmunes infectados con Strpptococcus pneumoniae, con 

una participacidn de l~ depuracidn espllnica m4s importante en 

relacidn a la hep~tica cuando los animales tueron intectados con 

cep•• m•s virulentas (8). 

El patrbn de depuracibn hepbtica predominante que observamos 

er1 las ratas RN infectadas con Klebsiel la pneumoniae nos hace 

p•nsar en l• semejan:a de nuustros resultados con los halla:gos 

de estos autores •n animales esplenectomizados e infectados con 

neumococos, situacibn que incrementa la virulencia de las cepas 

qu• utilizaron en sus ensayos ($). De tal manera que tambi!n en 

nuestro modelo de sepsis neonatal experimental podemos sugerir 

que las r•tas RN •• comportan con una hipoespleni• fisiol69ica, 

tal como tue sugerido por O~•oylo y cols (80) en sus ••tudios de 

depuraci~n rettculoendotelial en ratas RN· 

La menor capacidad de d•puracibn pulmonar de Kl•bsiella 

pn•umoniae que observamos en las ratas adultas parece tener un 

comportamiento similar a la d•fici•nt• depuracibn pulmonar de 

n•umococos •n cobayos adultos cuando se •ncuentra ya ••tabl•cido 

un proceso de s•pticemia <7,45). 

La deficient• cap•cldad d• d•puracidn pulmonar de Klebaiella 

pnrumoni•p que encontramos en l•• ratas RN de nuestro ••tudio 

constituye una contrihuci&n adicional a la informacibn disponible 

acerca de esta actividad en ensayos •Mperimentales con animales 

estudios han demostrado que diferentes especies de 

mam!.tero• (conejos. ratas. ratones) curs11.n durante la etapa 
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neonatal con una funcidn deficiente de depuracidn pulmonar 

durante infecciones eHperimentales par Staphylacoccus ~ 

(93,112), Esch•richia coli (112), •streptococas del grupo 9 (94) 

o Streptococcus oneumoniae (26)e 

Como puede apreciarse en la fi9ur• No· 6, la depuraci6n de 

Kl@bsiella pneumoniae en •l htgado, •1 ba%o y los pulmones de las 

ratas adultas •• correl•cian6 en forma positiva y significativa 

con •1 grado d• bacteriemia1 en cambio, en las ratas RN esta 

corr•lacidn positiv• adlo •• pr•••ntd •n el caso d•l bazo y 

adem41 fue estadfsticamente muy significativa. 

El hecho de que la& ratas RN tenqan mayor cantidad de 

bactari•• en el hfgado sin correlacidn directa con la magnitud d• 

l• bacteriemia por Kl•bsiella pn•umoniae, nos sugi•r• la 

posibilidad de una capacidad d•fictent• de elimin•cidn de l•• 

bacterias en esta drgano. En cambio, la correlacidn positiva d•l 

grado de bacteriemia con la cantidad de UFC/g encontr~da en el 

bazo d• las ratas RN a diferentes intervalos post-tnfeccibn 

1ugi•re m•Jor capacidad de ••te drgano para •liminar las 

hact•ri•• que reti•n• o que depur• d• l• ••ngre, •unque siempre 

•n m•nor grado qu• lo obs•rvado en la• rat•s •dultate 

Una ewplicacidn probable a estos fendmenos es la falta d• 

anticuerpos especifico& en los animales RN, situacidn qu• limita 

l• capacidad bactericida de sus fagocitos y •n ••P•cial de los 

macr&faqos hepAticos (9). Cabe tambi~n la posibilidad de una 

opsonizacibn inadecuada por C3h, tomando en cuenta la deficiencia 

de la activacibn de la vta •lterna en 109 hu~spedes RN (1,61) y 
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la dificultad para ,¡activar la vfa cl.t.sica, precisamente por la 

t•lt• de anticuerpos anticapsulares especfficos (40,d4,61,6$). 

Adem.ta, 

capsular 

•s importante considerar que el 

confiere • Klebsi!lla oneumoniae 

polisac.!rido 

propiedades 

•ntifa9oc:fticas directas (77) o por ~loqueo del depdsito de 

factores del complemento sobre su superficie, lo cual impide su 

opsonizacibn por la v!• alt•rna e inhibe la capacidad de 

bact•riolisi1 del complemento (~2). 

posibilidad•• incluyen una pobre eHpre~idn d• 

receptor•• para C3b en 1a1 membranas celulares da l•• cllula• da 

Kuptfer del hulsped RN, tal como ha sido observado en an{mal•• 

con que~adur•• (27,~9), Jos cu•les, por ciert~, son tambitn m•• 

susceptible• • la• bacterias encapsulad•• y particularmente • 

Kltb•i•lla pneumoniae (29). 

La deficiencia 9lobal en la funcibn de depur•cibn bacte~iana 

de l•• r•t•• RN tambi•n puada estar relacionada con la menor 

de respuesta de sus macrbf•gos • estimulo• d• 

activactdn (73,S9>, como son las endotoxinas de las bacteria• 

gra•-n•gativas (S9,~9>t o estar condicionada, simplemente, por la 

fal~a de estimulacidn previa de sus macrdta901 (72)· 

Los cambios que observamos en las cuentas leucocitaria• de 

las ratas inf•ct•d•• con Kl1b1i1lla pneumoni•• (tu•dro No• S) 

~uestran qu• l•• rata1 Adult•• pre11ntaron una respu•sta inicial 

d• leucop1ni• en l•• primera• 6 horas post-infeccibn' 119uida d• 

un pico de 11ucocitosis • l•• 12 horas, con aumento di la 
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cantidad de PMNs y monocitos <cuadros No. 6 y No• 7), que 

coincidid con el momento de maYor bacteriemi• (figura No- 3). 

Tales cambios se pueden interpretar.como una respuesta inicial de 

marginacibn leucocitaria, seguida de una tase de liberacibn de 

leucocitos de las reservas medulares hacia la circulacibn, tal 

como ha sido descrito en la respuesta a procesos inf•cc.iosos 

agUdos (4,12,62)· 

Las ratas RN presentaron una respuesta temprana de 

leucocitosis (cuadro NO• 5) a las 3 horas de ser infectadas con 

Klebsiella pneumoniae, sin embargo, incluso hasta las 96 horas 

post-infeccibn, manifestaron cuentas de leucocitos y de 

menores a las basales del tiempo cero <cuadros Na. 5 y Na· 

PMNs 

6) y 

no se aprecid leucocltosts en los periodos de m&Mima bacteriemia· 

Este tipo .de cambios pueden como una 

respuesta 

leucocitos 

en el 

r•pida y fugaz de liberacibn de reservas medul~res de 

con aqotamiento de reservas y/o un aumento sostenido 

compartimiento de leucocitos marginado~· Estas 

observaciones son compatibles con las descripciones recientes y 

ya cl&sicas de Christensen y cols (16-20,35) en diferentes 

modelas •nimal•• de sepsis neonatal· 

La informacidn generada por- estv estudio 

utilidad para entender uno de los mecanismos por los cuales •l 

neon•to es m'• susceptible a las bacterias encapsuladas y •n 

particular a Klebsiella pneumoniag. Aunque nuestras observacionE!'s 

eMp1r-imentale6 no son directamente aplicable• al 

pueden sugerir que algo semejante sea lo que 
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ser humano, 

sucede en 

si 

la 



respuesta natural dol SMF del neonato a este tipo de procesos 

infecciosos bacterianos. 

leucocit•ria (16-20,62). 

tal como sucede con la r-espuesta 

Finalmente. nuestros resultados nos permiten concluir que• 

a>. Establecimos un modelo de 

Klebsiella pneumoniae 

recitn nAcidas. 

en ratas Wistar, 

sepsis experimental por 

tar1to adultas como en 

b)• La bacteriemia por Klebsiella pneumoniae, despu~s del 

inbculo de una DL-~O, •• menor en las ratas Wist~r adultas que en 

las rat•• r-ecttn nacida•• 

C)• La depuracibn hepAtica, espltnica y pulmonar de 

Kleb•i•lla pneumonia• en las ratas Wistar adult•• es diferent• a 

la obs•rvada en la• r-atas recitn nacidas¡ con discreto predominio 

de la depuracibn espltnica en las ratas adultas y un claro 

predominio de l• d•puracibn hep•tica en las ratas r-eci~n nacidas. 

d). La depuracibn espltnica de Klebsi•lla pneumoni~• •• 
corr•l•ciona en forma positiva con el grado de bacteriemia en 

rat•• Wi•t•r inocul•das con una DL-~O, tanto en la• ratas adultas 

co110 tn l•• r1tciln nacidas• 

•)·la mayor- depuraci&n hep•tica de Klebsi•lla pneumoniae en 

l•• r•t•• WiAt~r r•ciln nacidas y la falta de correlacidn con el 

gr•do d• b•ct•ri•mi• PU•de indicar una deficiente 

•ate brqano para eliminar la• bacterias que depura. 

"ª 

capacidad do 



f). La respuesta 

Wistar reci•n nacidas 

de leucocitos circulantes en 

con sep.sis experimental ¡:-oor 

las ratas 

Klebsiella 

pneumoniae tiende a manifestarse como leucopenia y neutropenia 

prolongadas y no presenta la fase de leucocitosi• observada en 

las ratas adultas durante el periodo de m&xima bacteriemia-

Ahora bien, tal vez una de las aplicacion•• m~s importantes 

de nuestro modelo de sapsis neonatal ettperimental es que puede 

ser utili~ado para probar diversas medidas de orden profilbctico 

y t1tr-apdutico, tendientes a corregir las alteraciones que hemos 

observado en la depuracibn bacteriana por el SRE de las ratas RN, 

con la finalidad expresa de su eventual aplicacibn en hum~nos• 

Entre las medidas que recientemente s• han estado probando 

con txito, •• •ncuentra Ja administracibn de pr•paraciones de 

inmuno9lobulina para uso intravenoso con anticuerpos especificas 

contra las bacteria• causales d• sepais n•onatal, pero que adem4s 

contienen actividad opsonizante comprobada C60) • La transfusf"n 

de 9ranulocitos sigu• siendo una medida terapdutica coadyuvante 

d• gran utilid•d •n •l tratamiento de los cuadros de septicemia 

que se manifi•stan con neutrop•ni• •hsoluta {17) y en el caso de 

sepsia por Klrb•iella pneumonfae puede ser tambiln de gran V•lor, 

t•l como lo sugieren lo• cambios leucocit•rios que hemos 

observado •n nu•stro mod•lo experimental. 

Otras posibilidades 

tarmacomcdulacidn y la 

tagocftica y bactericida, 

que parecen prometedoras 

inmunaestimulacidn de las 

son la 

funciones 

tanto en PMN1 como en fagocitos 
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mononuclear11s. Este e• un reto aue ~lantea toda una lfnea de 

inve1t19acidn y que nos hemos propuesto afrontar, con el objetivo 

d• 109rar un abordaje profilActico y terap~utico basado en el 

m•Joramiento, 

in••p11c1.fico' 

de los mecanismos de defen5a 

del n11onato contra las infecciones 

aquda1 y p<11rticularmente de la tuncibn de depuracibn 

tom•ndo como prototipo nuestro modelo de sep1is 

bacterianas 

del SHF, 

neonatal 

•~p•rim•ntal por Kl•bsiella pneumoniae en ratas Wistar <Propuesta 

para trabajo de tesis de Doctorado en Ciencia M~dicas1 

Ramfr-az, Javier1 1996). 

Mancilla-
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NEF'ElmtETRO DE HcFARLAND * 
e 

TUBO No• BaC12 al .. (ml) H2S04 al 1% Cml> UFC/ml CxlO ) 

0.1 9.9 3 

2 0.2 9.e .. 
3 0.3 9.7 9 

4 0.4 9-6 12 

s ºº" 9.s 15 

.. o ... 9.4 1a 

7 0.7 9.3 21 

e o.a 9.2 24 

9 0.9 9-1 27 

10 1 ·0 9.0 30 

A N E X O ND• t. 
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BACTERIEMIA POR Klrb•i•ll• pn!Umonia! EN RATAS RECIEN NACIDAS, 

BE~ LA VIA OE INOCULO• INTRAPERITONEAL (ip) O SUBCUTANEA C•c). 

POST-INFECCION HEMOCUL TI VOS POSITIVOS 
(HORAS) ip (1·1M10"7 UFC) •e ( 1 ·3x10"7 UFC) 

o 0/10 0/10 

3 '5/9 4/6 

6 5/S 6/6 

12 5/5 6/6 

24 414 5/5 

48 '5/5 6/6 

72 l/:S 4/6 

96 N·D· 3/6 

120 '5/7 2/6 

144 3/7 :S/6 

N•D• 1 No d•t•rm.tn•do• r d• 9P••rm•ta • 0-7917 ' p - O·~· 

CU A ORO ND• 1• 
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MAGNITUD DE LA BACTERIEMIA POR Klebsi~lla J!ne1Jmgnif!! EN RATAS 

A~LTAS Y RATAS RECIEN NACIDAS, DESPUES DEL INOCULO DE l*A DL-SO. 

POST-INFECCION BACTERIEMIA1 X t.. ES UFC/ml (CULTIVOS POSITIVOS) 

CHORAS) RATAS ADULTAS RATAS RECIEN NACIDAS * 

o o. (0) o. (0) 

:s 1 ,213. :!: 1, 164· (2) l0,692· :!: 10,36d. (4) 

6 -10Q. :!: o. (:S) 4,750· :!: 4,650. (6) 

12 1,003. :!: 903· (3) 131 ,267· :!: 76,577. (6) 

24 ... 100. :!: O• <:S) :s,200. :!: :s,100. (6) 

49 "'100. :!: O• (3) 1,943. :!: J ,442· (6) 

72 ""too. :!: O· <2) -100. :!: O· (4) 

96 < 100. :!: o. (1) 623· :!: 523· (3) 

120 o. (0) -100. :!: O· (2) 

144 o. (0) 6,900· '!:. 6,800· (:S) 

• u (f'tann-Wh i tney) • 11 p - o.ooea • 

C U A O R O No. 2· 
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DE~ION BACTERIANA HEPATICA, ESPLENJCA Y PULMONAR EN RATAS 

ADULT"8 INOCULADAS CON UNA DL-50 DE Klebsfella pneu•pniae. 

-4 
POST-INFECCION 

(HORAS> 

urC/ORAMO xlO (X ±. ES) 

HJGADO BAZO PULttONES 

o O• o. o. 
3 12a.e :!: 38.:'i 4'16· 1 :!: 132.1 77.9 :!: 71. 1 

,, 71.a :!:. 17.3 333.3 .:!: 53.0 2·7 :!: 1·9 

12 2e.a :!:. ... !5 62~-0 .:!: 13'1-0 17.9 :!: 9.9 

24 19.7 ± 4.9 36·9 ± 13.3 o. 2'1 :!: 0·2 

49 11.a ± 3.!5 J.7 :!: 0·9 7.9 :!: 7.9 

72 2.2 ± 1 .2 o.a :!: 0·'5 o. 

96 O• o. o. 

120 o .• 0.3 t o. o. 

144 o. O• O• 

H VS• 81 U• 20 (p • 0-31)f Fri•dman • 6·333 Cp • o-ooeo. 
H VS• PI u • 1!5 (p • o.1:s>1 

8 VS• PI u. 13 (p • o.oe2>. 

CUADRO 

"ª 



ESTA TESIS 
SALIR DE LA 

MO nrnE 
BIBLWUCA 

DEPURACJON BACTERIANA HEPATICA, ESPLENICA V PULttoNAR EN RATAS 

RECIEN NACIDAS INOCULADAS CON l.NA DL-50 DE t<:ltb5iell• pn•u•on"i••· 

-4 
POST-INFECCION 

. CHORAS) 

UFC/ORAMO M 1 O 

HIGADO BAZO 

(X t ESl 

o o. o. 
3 25.3 .:t 11 .o ea.o .:t eo.6 

6 399.6 .:t 340·9 46·2 .:t 37.3 

12 1,.s10.7 .:t 6?59·4 716·5 .:t 295 .. 9 

24 464.7 .:t 370.1 165.e .:t 131 ·6 

48 349.5 ± 317·3 12.9 .:t 12-9 

72 631 oO .:t 624·7 23.9 .:t 21-~ 

96 30.9 .:t 20.e 0·9 .:t º·" 
120 :531 .o .:t 353·2 0.3 .:t 0.3 

144 29.3 .:t 25·4 o. 

H V•• B• u 17 (p • 0·034) r Friedman ~ 11.ss 

H VS• P• u (p • 0-0004>1 

B VS• P• u 23.5 (p • Oo l22)o 

CUA·DRO No. 4. 

p - 0.0033. 
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PULttoNES 

o. 
o . 
2.0 .:t 1 .6 

t4.9 .:t 7.7 

11.6 .:t ... e 

o.6 .:t 0.3 

27.8 .:t 26·!5 

0.14 .:t 0.14 

o-~6 .:t o.56 

3.7 .:t 1.e 

(p • 0-0031). 



MODIFICACICWES EN LAS CUENTAS LEUCOCITARIAS DE RATAS 

WJSTAR CON SEPSJS POR Kl•bai•lla pneumoni••· 

3 
POST-INFECCION CAMBIOS DEL VALOR BASAL DE CTL (H mm ) 

<HORAS) RATAS ADULTAS RATAS RECIEN NACIDAS 

3 2,467· + 1,553. 

E- 3,900· 830· 

12 + 10,317. 497. 

24 - 2,993. 180· 

49 - 9,oso. 863· 

72 7,soo. - 1,390· 

96 + 2,067· - 797. 

120 + 1,333. + 1,337. 

144 + S,667• + 190· 

CUADRO Ha· s. 
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tlODIF'ICACJONES EN LAS CUENTAS DE Pf91s DE RATAS 

WISTAR CON BEPSIB POR Kl•b•i•lla pneumoni••· 

POST-INFECCION CAMBIOS DEL VALOR BASAL DE Pt1N• '" 
<HORAS) RATAS ADULTAS RATAS REClEN 

3 + 33. - 292· 

6 + 258· - 391 • 
' 

12 + e,e9s. - 66· 

24 + 204. - 279. 

49 - l,6es. - 622· 

72 - i,:see. - 759. 

96 - 52· - 391. 

120 - 767· + 357. 

144 + 041· + 310· 

e u " D R o No... 6· 

71 
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CAKBJOS EN LAS CUENTAS TOTALES DE ttONOCJTOS CIRCULANTES 

POST-INF'ECCION CAMBIOS DEL VALOR BASAL DE MONOCITOS 
3 

Cx mm ) • 

CHORAS) RATAS ADULTAS RATAS RECIEN NACIDAS 

3 + 35. + 319. 

6 - 257· + 81. 

12 + 671· + 31· 

24 397. + 134. 

48 692· + 9. 

72 466· - 15· 

96 + 421· + 233· 

120 + 13s. + 614· 

144 + 617· + 179. 

CUADRO .... 7. 
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BACTERIEMIA EN RATAS MISTAR CON SEPSIS POR KLEBSIELLA PNEUMONIAE, 

3,e: 

A), ADULTAS 

~ 
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l!i llC&ATIVO 

I \ 

---.1' \____ ,,,"' -ADULTAS 
--- R.N, ... . _ ............ ___ / .......... __ _, 
•pco.01, 

' u .. .. " .. '" 
TIEMPO POST-INFECCION (HORAS), 

FIGURA No, 3, 



o 
~ e 
~ 
~ 4 
=> 
o 2 

]' 

3 • 
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FIGURA No, 6. 

w 5 
X 
e 
X 
e 4 r• -0.2375 
~ 

~ • 3 

' u .. 
" 2 
e 
M • l 
o 
~ HJGADO 

l 2 3 • 5 • 7 Loa lo Uf'C/a 

RATAS: 

• 5 • r• e o.B273 •• -ADILTAS 
X / e • / ---RECJEN ~ / 
M 

,,, NACIDAS • 3 
,,, 

' 
,,, 

u / .. 
" 2 / 

0.78~7 •• • pC 0,.05 
/ e /'. 

M •• • l P< 0.01 o BAZO ~ 

l 2 3 • • • 7 LoalO UFC/a 

• ? • e • 
= • r• o.0375 
M 
¿ 3 

" .. • " 
" ; l o 
~ PlllKINES 

2 3 • 5 • 7 Laa10 urc/a 


	Portada 
	Índice 
	Introducción 
	Antecedentes 
	Objetivos   Hipótesis 
	Material y Métodos
	Resultados 
	Discusión 
	Referencias 
	Anexo 



