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AREA Sanidad

IHTRODUCCION .

En 1a actualidad se discute cual pudiera ser ¢1 papel de ciertos componentes se-
gregades ¢ Tiberados por P. multocida, en Ya patogenia de los cuadros respirato-
Tios en los que estd invoTucrada [Pedersen, 1982). s s

Ciertos resyltados obtenidos en nuestros estudios, nos obligarcn a introducirnos
en este tema e investigar cual era el papel que 1os sobrenadantes de cultivos bac-
terianos tienen sobre la eliminacidn de las Pasteurellas depositadas en pulmin.

DBJIETIVOS -°

peterminar 1a curva patrén de eliminacidn pumonar para P. multocida en ratenes
normales, y estudiar el efecto del Tfguido cohrenadante, obtenido tras el cultive
de-P. multocida Dfnecrotixica,.sobre:la remocidn pulmonar. . = :

MATERIAL Y METODOS

a} Ratones: Se emplearon 38 ratones salb/c procedentes del bioterio del Centro
Wedice Nacional. Veinte de ®110s, distribufdos al azer en cinco grupos de 4,
e ytilizaron para la realizacidn de la eurva_patrfn de remocifin. Para el #stu-
dio del sobrenadante se crearon fres grupos aleatorios de 6 ratones. .

b) Bacterias: Para todos 105 experimentes se utilizd 1a P. multocida VC-Cap, una
tipo bymecrotixica de mediata patogenicidad para ratdn.

¢} cultive hacteriana: 5S¢ inocularon matraces nefelométricos, gue contenfan 50 ml
e BNI, con 6-7 colonias de Pasieurella crecida en agar sangre. Estos sé incu-
baron a 37°C, en agitacién (T20 rpm), hasta alcanzar la fase estacionaris e
crecimiento. E
E} sobrenadante empleado-se obtuvo tras centrifugacifn del cultivo a 3500 g
durante &5 minutos en centrifuga refrigerada. Este se filtrd, antes de 50 U50,.
con filtro Millipore de .22 um (SCPF = Sobrenadante de cultivo de - -
Pasteurella fittrada). - :

7 hotsn Bacteriano se lavd_dos veces PBS (pH 7.2) ¥ 1a concentracidn finai
de bacterias se ajustd a 108 UFC/ml con PES.
d] Aerosolizaciones: On todos los casos se utilizd un aparato cedido por el De-
partamento de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinarie de Ta U.N.AM.
1.- Para la cusva de remocidn se aergsalizaron al mismo tiemoo Tos veinte ra—
tones con 10 ml de 1a suspersidm bacterfana ajustada {SBA): sacrificdndo-
se loc cuatro ratones de cada grupo a las O, 6, 12. 24 y 48 hovas despuds
det agrosal. sy

2 .- Para ver gl efecto del 1iquide sobrenadante, s5& aerosclizaron sies rato-
nes con 10 mi de SCPF, otros seis con PRS {Centrol 1} y seis con BHI [Cono
trol 2). Doce horas despuds, Tos 18 ratones se aerosolizaron con 10 ml de
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Tres rafones de cada grupo se sacrificaron inmediataments después de este aerosol

{TCh} ¥ los otros tres, seis horas despuds (T6h).

Mota: Todas las aerosclizaciones fuercn de 15 minutos. =

e} Sacrificio de ratomes y cuentas bacterianas: A cada ratin se le inocald 0.15m)
[7.87 mgr/or de peso] de Pentobarbital intraperitonealmente antes de pesarle.
Una vez anestesiado se desinfectS 1a piel sumergiéndolo en cloruro de benzalco-
nio {1:1000}, con Ta precaucidn de gque no aspirase desinfectante. En una mesa
de diseccifn se abria primero la cavidad abdominal para samgrar 21 animal por
seccitn de 1a vena renal fzquierda. Posteriormente se sacaba e1 paguete tordxi-
co, vigilande de no seccionar esGfago, y se eliminaban corazin, arandes vasos,
triquea ¥ la porcidn extrapulmonar de bronquies. Los pulmones asi procesados se
pesaban y homogeneizaban en un mortéro Tembroeck que contenfa § ml de PBS
{ph 7.2). Los homogenados se diluyeron en base 10, hasta 12 dilucidn 1073, v de
cada tubo se sembraron tres gotas, de 20 wl, en placas de agar sengre.
Después de 24 horas de incubacifn, a 37°C, se contd el pimero de V.F.C. por go-

ta.
Aplicando la firmula:

¢ r = gotas con colonias contables
Eﬁ Voern 5 n = nimerp de colonias/gota
B bl v Fli = factor de dilucifn

5 =mi en el Tembreeck
0.0Z2 = m1 por gota

Se calculd el nimero de bacterias por pulmfn, que dividide por el peso del pulmén
{en gramos} y por el del ratén (en gramos) nos da el ndmero de bacterias/gr de pul-
min y ratén respectivamente.

RESULTADOS

La grdfica 1 muestra Ta curva de remocifin patrdn. En ella pugde verse un marcado
enlentecimiento después de Tas primeras seis horas.
El cuadro 1 y Ta gqrdfica 2, presentan Tos resultados de Tz asrosolizacifn con SCPF.

Grafica 1
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Cuadro 1 Gréfica 2
c1 2 SCPF o - - -ati
: & - - AL
O
ah |9.ex10 |7.2x10% | 7.1x10%
6h i 2.8x10% 12,800 | 1.0210°
Bacteriafgr. de pulmbn
ilf}; & Yierps

OISCUSION Y COMENTARIOS

La remacifn de Ta P. multocida utilizada en pulmones normales, sigue un patrdn
diferente al publicado para otras bacterias, tanto grampositivas comoe gramnegati-
vas [Martmez, 1984). Especfalmente después de las primeras seis horas. Cabe decir
gue esto no seria suficiente para explicar las neumonfas por Pasteurella, pues vi-
mos {datos no publicados), que seis dfas despufs de aerosolizar con Pasteurella
multocida, no se recuperd ésta del pulmdn.

En T2 actualidad se ha descubierto una 1inea de trabajo para individualizar el
Eiﬁ%ﬂddﬂ Tla necrotoxina y estudiar cudies sen los sistemas de defensa pulmonar
afectados.






