
LABELING O F Salmonella typhymurium WIT H IODINE-131 TO STUDY PHAGOCYTI C FUNCTIO N 
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S U M M A R Y 

T h e p r e s e n t s t u d y d e s c r i b e s a  m e t h o d f o r l a b e l i n g S a l m o n e l l a t y p h y m u r i u m 

w i t h i o d i n e - 1 3 1 t o e v a l u a t e b o t h t h e m o r p h o l o g i c a l a n d t h e f u n c t i o n a l c h a r a d e 

r i s t i c s o f t h e r e t i c u l o e n d o t h e l i a l s y s t e m . 

A s u s p e n s i o n c o n t a i n i n g 2  x  1 0 9 b a c t e r i a p e r m l w a s l a b e l e d w i t h c a r r i e r f r e e 

N a 1 3 1 I w i t h o u t r e d u c t o r , w i t h a  l a b e l i n g y i e l d o f 4 6 . 5 ±  3 % a n d 3. 5 ±  l ,39 r o f f r e e 

I o d i n e - 1 3 1 . 

T h e b i o d i s t r i b u t i o n o f t h e l a b e l e d b a c t e r i a i n r a t s w a s s t u d i e d w i t h a  l a r g e f i e l d 

o f - v i e w s c i n t i l l a t i o n c a m e r a e q u i p e d w i t h a  p i n h o l e c o l l i m a t o r . W h o l e b o d y i m a g e s 

w e r e o b t a i n e d 1 5 a n d 3 0 m i n u t e s a f t e r i n t r a v e n o u s i n j e c t i o n o f t h e l a b e l e d m i c r o o rg a 

n i s m s . I m a g e s s h o w e d a c c u m u l a t i o n o f b a c t e r i a i n t h e l i v e r a n d b o t h n o r m a l a n d 

t r a n s p l a n t e d s p l e e n s o f t h e a n i m a l s . A u t o r a d i o g r a p h s o f l i v e r a n d s p l e e n d e m o n s 

t r a t e d l a b e l e d b a c t e r i a w i t h i n t h e c e l l s o f t h e r e t i c u l o e n d o t h e l i a l s y s t e m . 

T h e m e t h o d d e s c r i b e d i s e a s y t o p e r f o r m , h a s a  g o o d l a b e l i n g y i e l d a n d a l l o w s 

t h e f u n c t i o n a l e v a l u a t i o n o f t h e r e t i c u l o m o n o p h a g o c y t i c s y s t e m , i n c l u d i n g t r a n s -

p l a n t e d s p l e e n s . 

K E Y W O R D S : S a l m o n e l l a t y p h y m u r i u m ; I o d i n e - 1 3 1 ; T r a n s p l a n t e d s p l e e n 

I N T R O D U C T I O N 

S e v e r a l m i c r o o r g a n i s m s h a v e b e e n l a b e l e d 

w i t h r a d i o a c t i v e i s o t o p e s f o r s t u d y i n g t h e p h a 

g o c y t i c f u n c t i o n o f t h e r e t i c u l o e n d o t h e l i a l s y s 

t e r n ( R E S ) , t h e m e c a n i s m i n v o l v e d i n i n f l a m m a 

t o r y p r o c e s s e s o r t h e b l o o d c l e a r a n c e o f b a c t e 

A l t h o u g h t h e s e p h e n o m e n a c a n b e s t u d i e d 

w i t h n o n - r a d i o a c t i v e c o l l o i d a l p a r t i c l e s , b y 

u s i n g l a b e l e d b a c t e r i a d e p o s i t i o n i s p r e v e n t e d . 

T h i s i n v e s t i g a t i o n d e s c r i b e s a  l a b e l i n g p r o 

c e d u r e f o r S a l m o n e l l a t y p h y m u r i u m w i t h i o d i -

n e - 1 3 1 t o s t u d y t h e p h a g o c y t i c f u n c t i o n o f t h e 

R E S . 

M A T E R I A L A N D M E T H O D S 

P r e p a r a t i o n o f B a c t e r i a 

T h e m i c r o o r g a n i s m s , g r o w n o n s i m p l e a g a r 

m e d i u m , w e r e o b t a i n e d f r o m t h e B a c t e r i o l o g y 

( D C e n t r o d e M e d i c i n a N u c l e a r , C o m p l e m e n t a r d o D e p a r t a m e n t o d e R a d i o l o g i a d a F a c u l d a d e d e M e d i c i n a d a U n i v e r s i d a d e 
de S ã o P a u l o . S ã o P a u l o , S P , B r a s i l . 

(2) D i s c i p l i n a d e C i r u r g ia G e r a l , F a c u l d a de de M e d i c i na d a U n i v e r s i d a de d e S ão P a u l o . S ã o P a u l o , S P , B r a s i l . 
A d d r e s s f o r c o r r e s p o n d e n c e : D r a . M a r i a K a s u e S a t o . C e n t r o d e M e d i c i na N u c l e a r d a U n i v e r s i d a de d e S ão P a u l o . C a i x a P o s t a l 
22022. C E P 01499 S ã o P a u l o , S P , B r a s ü . 
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* • ) f v | n < ; t o  A d o l f o L u t z , S ã o F a u l u , B r a r / i l . 

: o '  v ^ M i e d as - S a l m o n e l la t y p h y m i i n H i n 

•'L' ) . 4 ' s i i i i ' n A n a l i q u o t o f t h e b a c t e r i a w a s 

a n - d JÜ-Í I t h •  ap .a i p l a t e a n d t r a n s f e r r e d t o 

, n . o ' t M s i m p l e a u a r p l a t e a n d i n c u b a t e d to r I B 
f ^  K  i h ' u ; N . ' i t ' ^ n  r i i e b a c t e r i a w e r e t h e n h u m o 

- L '  i  (  1  j i d  s u s p ^ n d t a w i t h s t e r i l e s a l i n e so lo . 

Mi; t l r d  v l . h i t t - d [>)  a  f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f 2 

\ í í : r a e w n a p r r m l , a c c o r d i n g t o M a c F a r l a n d 

h -^ ' i i j i s u l f a t e s t a n d a r d s . 

L a  b e I i n g T e e h n  iq u e 

A m o d i f i c a t i o n o f t h e m e t h o d o f G R E E N 

Vi- ji  »i > f t a T . w a s u s e d f o r l a b e l i n g t h e m i e r o o r 

i ' ú i M a  u s. T h r ee n i l o f t h e f i n a l S a l m o n e l l a t y p h y -

m u r i u m s u s p e n s i o n w e r e t r a n s f e r r e d t o a  c o n i c 

t u b e a n d c e n t r i f u g e d a t 1 .000 x  g  f o r 1 0 m i n u t e s . 

T h e s u p e r n a t a n t w a s d i s c a r d e d a n d t o b a c t e r i a l 

p e l l e t w e r e a d d e d 0 .2 m l o f p h o s p h a t e b u f f e r p H 

7.3. 0  01 - 0 .02 m i o f c a r r i e r - f r e e N a 1 3 1 I (222 . 0 M B q 

n i g o r 6. 0 C i / m g ) a n d 2. 0 m g o f c h l o r a m i n e T 

( M e r c k > . T h e s u s p e n s i o n w a s g e n t l y m i x e d a n d 

a l l o w e d t o r e a c t i o n a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 1 5 

m i n u t e s . T h e r e a c t i o n w a s t h e n s t o p p e d w i t h 

4.0 r u g o f s o d i u m m e t a b i s u l p h i t e . T h e s u s p e n -

s i o n w a s a g a i n c e n t r i f u g e d a t 1,00 0 x  g  f o r 1 0 

m i n u t e s a n d t h e s u p e r n a t a n t d i s c a r d e d . T h e 

b a c t e r i a w e r e r e s u s p e n d e d in 5. 0 m l o f s a l i n e a n d 

t h e p r o t e i n f r e e i o d i d e r e m o v e d b y c e n t r i f u g a 

t i o n w i t h t h r e e c o n s e c u t i v e s a l i n e w a s h e s A f t e r 

t h e t h i r d w a s h , t h e b a c t e r i a w e r e t r a n s f e r r e d t o 

a n o t h e r t u b e a n d t h e w a s h i n g p r o c e d u r e r e p e a -

t e d t w i c e w i t h 2. 0 m l o f s a l i n e s o l u t i o n . B a c t e r i a l 

v i a b i l i t y w a s n o t s t u d i e d a n d t h e t r a c e r c o n t a 

m i n a n t a m o u n t w a s c a r r i e d b y f r e e q u a n t i f i

c a t i o n i n a s c e n d i n g c h r o m a t o g r a p h y . 

R e d i s t r i b u t i o n 

T h e a d e q u a c y o f l a b e l e d b a c t e r i a f o r s t u -

d y i n g t h e p h a g o c y t i c f u n c t i o n o f t h e R E S w a s 

e v a l u a t e d i n 1 4 n o r m a l W i s t a r r a t s ( 1 8 3 - 2 5 9 g ) . 

T h e i n a e s t i v a t i o n w a s t h e n e x t e n d e d t o i n c l u d e 

t h e p h a g o c y t i c f u n c t i o n o f t r a n s p l a n t e d s p l e e n 

o f 2 7 W i s t a r r a t s ( 1 8 2 - 2 4 3 g ) . E a c h a n i m a l w a s 

i n j e c t e d w i t h 7 0 / n C i (2 .5 9 M B q ) o f b a c t e r i a l s u s 

p e n s i o n i n t o t h e t a i l v e i n 1 5 t o 3 0 m i n u t e s p r i o r 

t o w h o l e b o d y i m a g i n g 5 . I m a g e s w i t h 5 0 , 0 0 0 

c o u n t s w e r e o b t a i n e d w i t h a  l a r g e f i e l d o f v i e w 

s c i n t i l l a t i o n c a m e r a e q u i p ed w i t h a  p i n h o le c o l l i 

m a to r . 

•) -  h u m < a ' t e i t h e i n j e c t i o n t h e a n i m a l s 

e . - a * ' ! i h c e d a n d t h e l i vp t a n d s p l e e n r e m o v e d 

b r  h i ^ t o l o ^ K ' a n d a u t o r a d i o e i a p h i c s t u d i e s . 

R E S U L T S 

T h e l a b e l i n g y i e l d o f 1 0 c o n s e c u t i v e e x p e r i -

m e n t s a v e r a g e d 4 6 . 5 ±  3 % a n d t h e a m o u n t o f 

f r ee r a d i o a c t i v e i o d i d e 3. 5 ±  1 .3% . W h o l e b o d y 

i m a g i n g d e m o n s t r a t e d s e l e c t i v e u p t a k e o f S a l -

m o n e l l a t y p h y m u r i u m m I b y t h e l i v e r a n d 

s p l e e n ( F i g . 1) . 

A u t o r a d i o g r a p h y o f t h e l i v e r s h o w e d s i l v e r 

g r a n u l e s p r e c i p i t a t i o n o v e r t h e K u p f f e r c e l l s , 

w h i c h i n d i c a t e d p h a g o c y t o s i s of t h e b a c t e r i a . S i-

m i l a r l y , a u t o r a d i o g r a p h s o f b o t h n o r m a l a n d 

t r a n s p l a n t e d s p l e e n s s h o w ed s i l v e r g r a n u l e s p r e -

c i p i t a t i o n o v e r t h e m o n o n u c l e a r c e l l s o f t h e r e d 

p u l p , i n d i c a t i v e o f b a c t e r i a l p h a g o c y t o s i s ( F i g s . 

2, 3  a n d 4 ) . 



K A T O , M . K . ; R O D R I G U E S J U N I O R , A . J. & C A M A R G O . E . E. — L a b e l i ng o f S a l m o n e l la t y p h y m u r i u m w i t h I o d i n e 13 1 
to s t u d y p h a g o c y t i c f u n c t i o n i n r a t s . R e v . I n s t . M e d . t r o p. S . P a u l o , 31 (3 ) : 13 5 138, 1989 . 

D I S C U S S I O N 

B e c a u s e o f i t s t r o p i s m t o s p l e n i c t i s s u e a n d 

t h e e a s e o f m a i n t e n a n c e i n t h e l a b o r a t o r y , S a l -

m o n e l l a t y p h y m u r i u m i s t h e m i c r o o r g a n i s m o f 

c h o i c e f o r a s s e s s m e n t o f t h e p h a g o c y t i c f u n c t i o n 

o f t h e t r a n s p l a n t e d s p l e e n . 

I t w a s n o t i c e d , i n t h i s i n v e s t i g a t i o n , t h a t 

w h e n t h e b a c t e r i a w e r e n o t f r e s h l y g r o w n p r i o r 

t o l a b e l i n g t h e r a d i o c h e m i c a l y i e l d o f t h e p r o c e -

d u r e w a s v e r y l o w , i n c r e a s i n g t h e a m o u n t o f f r e e 

i o d i d e a n d t h e r e f o r e m a k i n g t h e m i c r o o r g a -

n i s m s u n s u i t a b l e f o r u s e . 

T o i m p r o v e t h e r a d i o c h e m i c a l y i e l d , a  f e w 

m o d i f i c a t i o n s w e r e i n t r o d u c e d i n t h e c h l o r a m i n e 

T i o d a t i o n m e t h o d 6 . I o d i d e - 1 3 1 i n c o r p o r a t i o n i n -

t o b a c t e r i a l p r o t e i n i s s t r o n g l y d e p e n d e n t u p o n 

t h e r e a c t i o n v o l u m e . T h e r e f o r e , t h e r e a c t i o n v o 

l u m e w a s r e d u c e d t o a  m i n i m u m b y c e n t r i f u 

g a t i o n o f t h e b a c t e r i a l s u s p e n s i o n a n d a d d i t i o n 

o f c h l o r a m i n e T  i n t h e c r y s t a l l i n e f o r m , w i t h n o 

d i s s o l u t i o n , t o t h e b a c t e r i a l p e l l e t . S i n c e c h l o r a 

m i n e T  i s a  s t r o n g o x i d a n t a g e n t , a n e x c e s s o f 

m i c r o o r g a n i s m s w a s u s e d t o m i n i m i z e c e l l d a 

m a g e . T h e p e l l e t w a s w a s h e d w i t h s a l i n e s o l u 

t i o n o n l y , t o m i n i m i z e b a c t e r i a l l o s s . W i t h t h e s e 

m o d i f i c a t i o n s t h e m i c r o o r g a n i s m s c o u l d b e u s e d 

f o r u p t o 2 4 h o u r s a f t e r l a b e l i n g . 

S i n c e t h e d e s c r i p t i o n o f t h e h a z a r d s in o v e r 

w h e l m i n g p o s t s p l e n e c t o m y s y n d r o m e t h e r e h a 

v e b e e n a n i n c r e a s e d a t t e n t i on i n s p l e n i c c o n s e r 

v a t i v e m a n e u v e r s m a i n l y d i r e c t e d t o s p l e n i c 

t r a u m a . 

I n t h i s w a y , t h e o m e n t a l p o u c h s p l e n i c h e t e 

r o t o p i c a u t o t r a n s p l a n t h a s b e e n r e p o r t e d . M e a n -

w h i l e s o m e c o n t r o v e r s i e s d o e x i s t o n t h e f i l t e r i n g 

h a b i l i t y o f t h e s e r e g e n e r a t e d s p l e n i c t i s s u e . 

R E S U M O 

M a r c a ç ã o d e S a l m o n e l l a t y p h y m u r i u m c o m 

i o d o - 1 3 1 p a r a e s t u d o d a f u n ç ã o f a g o c i t á r i a e m 

r a t o s . 

O p r e s e n t e t r a b a l h o d e s c r e v e u m m é t o d o 

p a r a m a r c a ç ã o d e S a l m o n e l l a t y p h y m u r i u m 

c o m i o d o 131 , ú t il p a r a a v a l i a r t a n t o o s a s p e c t o s 

m o r f o l ó g i c o s c o m o f u n c i o n a i s d o s i s t e m a r e t í c u -

l o - e n d o t e l i a l . 

U m a s u s p e n s ã o c o n t e n d o 2  x  I O 9 b a c t é r i a s 

p o r m l f o i m a r c a d a c o m N a 1 3 1 I l i v r e d e c a r r e 

g a d o r e  d e r e d u t o r , r e s u l t a n d o e m u m r e n d i m e n 

t o d e m a r c a ç ã o d e 4 6 , 5 ±  3 % e  3, 5 ±  1 ,3 % d e 

i o d e t o - 1 3 1 l i v r e . 

E s t u d o u s e a  b i o d i s t r i b u i ç ã o d a s b a c t é r i a s 

m a r c a d a s e m r a t o s , o b t e n d o - s e i m a g e n s d e c o r 

p o t o t a l a o s 1 5 e  3 0 m i n u t o s a p ó s i n j e ç ã o e m 

u m a c â m a r a d e c i n t i l a ç ã o d e c a m p o d e v i s ã o 

a m p l o , e q u i p a d a c o m u m c o l i m a d o r " p i n h o l e " . 

A s i m a g e n s m o s t r a r a m c a p t a ç ã o d a s b a c t é r i a s 

p e l o f í g a d o e  p e lo b a ç o n o r m a l o u t r a n s p l a n t a d o , 

d o s a n i m a i s e s t u d a d o s . O s c o r t e s a u t o r a d i o g r á 

f i c o s d e b a ç o e  f í g a d o m o s t r a r a m b a c t é r i a s m a r 



K A T O , M . K . ; R O D R I G U E S J U N I O R . A . J. & C A M A R G O , E E . —  L a b e l i ng of S a l m o n e l la t y p h y m u r i um w i t h I o d i n e 13 1 
to s t u d y p h a g o c y t i c f u n c t i o n i n r a t s . R e v . I n s t . M e d . t r o p . S . P a u l o , 31 (3 ) : 13 5 138. 1989 . 

c a d a s d e n t r o d a s c é l u l a s d o s i s t e m a r e t í c u l o - e n 

d o t e l i a l . 

O m é t o d o d e m a r c a ç ã o d a S a l m o n e l l a t y -

p h y m u r i u m c o m i o d o - 1 3 1 s e m o s t r o u d e f á c i l 

e x e c u ç ã o c o m r e n d i m e n t o a d e q u a d o , p o s s i b i l i -

t a n d o a  a v a l i a ç ã o f u n c i o n a l d e ó r g ã o s d o s i s t e m a 

r e t i c u l o m o n o f a g o c i t á r i o c o m o o  b a ç o t r a n s 

p l a n t a d o . 

A C K N O W L E D G E M E N T 

T h e a u t h o r s a r e i n d e b t e d t o G i l d e C D . H e 

m i e l e v s k i f o r h e r a s s i s t a n c e i n t h e p r e p a r a t i o n 

o f t h e r e f e r e n c e s c i t e d . 
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