Nota de Investigacién

FAGOCITOSIS IN-VITRO POR LEUCOCITOS AISLADOS DE SANGRE
PERIFERICA DE BOVINOS, UTILIZANDO BACTERIAS
MARCADAS CON =%

Diferencias tanto cuantitativas como cua-
litativas en la poblacién de células fagoci-
ticas en la circulacién sanguinea, han sido
reconocidas desde hace muchos afios como
factores asociados a la presentacién de in-
fecciones (Bodey et al., 1966). Reciente-
mente se ha informado de un incremento
en la susceptibilidad a infecciones en indi-
viduos que poseen un niimero adecuado de
células con morfologia aparentemente nor-
mal. Tal es el caso, por ejemplo, de una
disminucion en la capacidad fagocitica de
leucocitos en sindromes genéticos (Quie
et al., 1967; Lehner y Cline, 1969; Gupta,
La Force y Mills, 1976), en deficiencias in-
munolégicas (Wegner y Giles, 1973), en
enfermedades metabélicas (Bybee y Ro-
gers, 1964; Litchfield y Wells, 1976), en
complicaciones postoperatorias (Alexander,
Hegg y Altameirer, 1968), en quemaduras
extensas (McEven et al., 1976), en defi-
ciencias nutricionales (Schopfer y Douglas,
1976) y en algunas condiciones fisiologicas
normales, tales como el embarazo (Mit-
chell et al., 1966).

Sin embargo, no se han podido realizar
estudios més precisos y extensos sobre el
funcionamiento fagocitario, especialmente
en animales. El impedimento primordial es
la de procedimientos exactos que cuantifi-
quen el poder fagocitico. Existe un diverso
nimero de procedimientos que se han de-
sarrollado, los cuales van del simple y la-
borioso, pero efectivo, que estima la dis-
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minucién del niimero de bacterias viables
en medios de cultivo (Stuart, Habeshaw y
Davidson, 1973) y el procedimiento mi-
croscopico que permite cuantificar las par-
ticulas asociadas con fagocitosis (Guidry,
Paape y Pearson, 1974). Existen otros mé-
todos mas sofisticados que utilizan mate-
riales marcados con isétopos radioactivos
(Swanson, King y Zeligs, 1975; Hallgreen y
Stolenheim, 1976; Al-Ibrahim et al., 1976:
Midtvet y Bardsen, 1976; Peterson e al.,
1976; Pérez y Schultz, 1977), la medicién
de productos metabélicos derivados de la
actividad fagocitica (Sbarra y Karnovsky,
1974; Rottini et al., 1975; Agbaba, 1976)
y otros que cuantifican la %uminiscencia
quimica producida por los fagocitos en res-
puesta a la fagocitosis (Nelson et al.,
1976).

En general puede afirmarse que cual-
quiera de los métodos arriba mencionados
es lo suficientemente sensible para detec-
tar diferencias cuando existen grandes va-
riaciones en la actividad fagocitica. Sin
embargo, cuando se requieren evaluaciones
de mayor exactitud, no existe un método
confiable y de menor variacion, originando
controversias entre autores por el procedi-
miento usado y las diferencias obtenidas.

El objetivo de este trabajo consiste en
describir un método de fagocitosis in-vitro,
rapido, sencillo y exacto, disefiado para
evaluar la capacidad fagocitica de células
aisladas de sangre periférica de bovinos.

Aislamiento de leucocitos sanguineos. Se
obtienen de 30 a 40 ml de sangre de la
yugular en un frasco conteniendo 0.4 ml
de solucién de heparina al 1%. La sangre
debe procesarse lo mas rapidamente po-

sible.
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Se transfieren 20 ml de sangre a un tubo
de centrifuga de 50 ml, se centrifuga a
1,500 X g durante cinco minutos y el plas-
ma se desecha por medio de una pipeta
Pasteur. El paquete celular se suspende en
20 ml de una solucién de NaCl al 0.1%
enfriada a 4C y se agita levemente du-
rante un minuto. La isotonicidad se res-
taura inmediatamente agregando 5 ml de
una solucién de Na(l al 3.7%. La suspen-
sion celular se centrifuga nuevamente a
500 X g durante un minuto y se elimina
el sobrenadante. Las células leucociticas se
suspenden en 20 ml de Medio Esencial Mi-
nimo (MEM), se agita en un Vortex y se
centrifugan a 500 X g por un minuto. Las
células se suspenden en 3 ml de MEM, se
agitan en un Vortex y cuidadosamente se
depositan sobre 3 ml de una solucién al
5% de dextran en MEM, contenidos en un
tubo de vidrio de 13 X 100 mm. El con-
tenido se centrifuga a 60 X g durante 15
minutos, se elimina el sobrenadante y las
células se suspenden en 2 ml de MEM. El
niimero de células que se obtiene por medio
de este procedimiento es alrededor de
10 x 108/ml y la poblacién estd constitui-
da por leucocitos polimorfonucleares y mo-
nocitos en una proporcion mayor del 90%.
Para realizar la prueba de fagocitosis, se
ajusta la suspension celular con MEM, de
tal manera, que la cantidad total de célu-
las deseadas esté contenida entre 80 y 100
microlitros.

Radiomarcaje de las bacterias. La bac-
teria que se pretende radiomarcar se desa-
rrolla en caldo soya triptosa durante 24 hs.
El cultivo es transferido a un tubo, centri-
fugéndolo a 4,500 X g durante 15 minutos
a 4C. El sobrenadante se desecha y las
bacterias se suspenden en solucién salina
fisiolégica a 4C. Se repite este procedimien-
to y el niimero de bacterias se ajusta a alre-
dedor de 1 x 10° unidades formadoras de
colonias/ml (UFC/ml).

El marcaje de las bacterias se realiza por
medio de una modificacién al método Fra-
cker y Speck (1978), desarrollado para cé-
Iulas animales. El procedimiento es como
sigue: una alicuota de 200 ml de una so-
lucién de cloruro de metileno conteniendo
100 pg de 1, 3, 4, 6-tetracloro-3a, 6a-dife-
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nilglicoluril (TDG) se coloca en un tubo
de vidrio desechable de 13 X 100 mm. El
cloruro de metileno se evapora haciendo
girar el tubo en un bafio Maria a 37C de
tal manera que se forma en el fondo del
tubo una capa de TDG (pueden preparar-
se varios tubos, envolverlos con papel alu-
minio para protegerlos de la luz y alma-
cenarlos en el congelador hasta que se ne-
cesiten). A otro tubo de vidrio se agregan
100 pl de la suspensién bacteriana (alre-
dedor de 1 x 10%® UFC) y 15 pci de
125] (en solucion amortiguadora de fosfato
05 M, pH 7.2) ; el volumen final de esta
mezcla se ajusta a 200 pl con la solucién
amortiguadora mencionada. Los dos tubos
se colocan en hielo picado y en cuanto es-
tén a 0-4C de temperatura la reaccién se
inicia transfiriendo la suspensién bacteria-
na al tubo que contiene el TDG; el tubo se
coloca en el hielo durante 20 minutos, agi-
tandolo frecuentemente. La reaccién ter-
mina mediante la adicién de 300 pl de la
solucién amortiguadora fosfatada y transfi-
riendo la mezcla (0.5 ml) a un tubo de plas-
tico desechable de 11 X 75 mm. La sus-
pensién se centrifuga a 4,500 X g durante
15 .minutos. Las bacterias se lavan con
2 ml de solucién salina fisiolégica fria y se
centrifugan durante dos veces mas. Las
bacterias se suspenden en una solucién fria
de KI al 1% vy se incuban a 0-4C durante
20 minutos. Las células se centrifugan nue-
vamente a 4,500 X g durante 15 minutos,
y se lavan con solucién salina fisiologica
hasta que el nivel de radioactividad en el
sobrenadante sea minimo. La suspensién
bacteriana se ajusta con solucién salina fi-
siolégica de tal manera que 10 pl conten-
gan las cuentas por minuto (cpm) desea-
das. Valores tipicos de Actividad Especi-
fica obtenidos mediante esta técnica son:
0.006 cpm/UFC para Streptococcus aga-
lactiae y 0.007 cpm/UFC para E. coli. Las
bacterias radioactivas deben mantenerse
todo el tiempo a 0-4C y deben usarse en el
transcurso de dos dias maximo.

Prueba de fagocitosis. La actividad fa-
gocitaria se cuantifica midiendo la incor-
poracién de radioactividad por los leuco-
citos. La mezcla fagocitaria tiene un volu-
men total de 350 pl y estd constituida por
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8.5 x 10° leucocitos, 20 pl de suspensién
bacteriana, 150 pl de plasma y el volumen
total se completa con buffer de fosfato. Se
incuba a 36C en un bafio Maria con agi-
tador, durante tres horas. El proceso de
fagocitosis se interrumpe afiadiendo 2 ml
de solucién salina fisiolégica fria. La sus-
pensién se centrifuga a 200 X g durante
10 minutos y el sobrenadante se elimina.
Una solucion de lisozima precalentada
(.05% en acido férmico .05M) se adiciona
y se incuba a 36C durante cinco minutos.
Se afiaden 2 ml de solucion salina fisiolé-
ica fria, se agita en un Vortex y se centri-
uga a 200 X g durante cinco minutos. Se
repite este proceso tres veces y al final la
actividad radioactiva del precipitado se
cuantifica en un contador de radiaciones
gama, Cada muestra debe realizarse por tri-
plicado. Tubos control que contienen todo,
excepto leucocitos, deben procesarse de una
manera similar; estos tubos se utilizan pa-
ra estimar el fondo radioactivo, el cual de-
be substraerse del valor obtenido en los
tubos problema para estimar la verdadera
radioactividad asociada con los leucocitos.
Esta técnica permite evaluar de una ma-
nera precisa el poder fagocitico de células
obtenidas de un nimero grande de anima-
les. Esto representa una ventaja sobre otros
métodos que en ocasiones estan limitados
r la capacidad de poder examinar célu-
as de digrentes animales, al mismo tiem-
po. Similarmerte, la ventaja de poder mar-
car con 12%] a las bacterias con este proce-
dimiento, que puede considerarse inocuo
para las mismas, permite utilizarlas para
otros estudios.

Summary

It has been observed, that an increase
in the susceptibility. to infectious diseases
is related to an impairment of the phago-
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cytic ability of leukocytes, For this reason,
a number of techniques, that vary in sen-
sitivity and complexity, have been develop-
ed for measuring phagocytosis. It can be
said, that when there are big differences
in phagocytosis almost any procedure can
be used. However, there is not a proce-
dure, sensitive enough to detect minor dif-
ferences, that could be used for analysing
many samples at one time.

The objective of this paper is to describe
a procedure for measuring phagocytosis in
vitro by bovine blood leukocytes using
1261 labeled bacteria.

The leukocytes are isolated from blood
by hypotonic shock and suspended in mi-
nimum essential medium. The population
of cells is constituted mainly by PMN leu-
kocytes and the final suspension is adjusted
in such a way that 80-100 microliters de-
liver the desired number of cells.

The bacteria is labeled with 125-iodine
through a oxidation reaction by 1, 2, 3,
4, 6-Tetracloro-3a, 6a, difenilglicoluril in
test tubes. Typical specific activity values
for St agalactiae and Escheri-
% /Cr;‘}re 0.006 vElPM/CFU and 0.007

, respectively. The final suspen-
sion is in cold saline so,iution.

The phagocytic mixture contains 8.5 X
10 leukocytes, 20 ul of bacterial suspen-
sion, 150 ul of plasma, and enough phos-
phate buffer to complete a total volumen
of 350 pl. The mixture is incubated during
3 hs at 36C in a water shaker. Qutside
bacteria is lysed with lysozyme and the
leukocytes are washed several times by cen-
trifugation. The radioactivity is measured
in a gamma counter and the phagocytic
activity is cuantified measuring the radiac-
tive uptake by leukocytes.
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