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Resumo

Foram avaliados os efeitos do tempo sobre o metabolismo oxidativo
e a fagocitose de Escherichia coli, em amostras de polimorfonucleares
(PMN) do sangue, de cinco bezerros higidos, conservadas em banho
de gelo por duas (t2), quatro (t4), seis (t0), 12 (t12) e 24 (t24) horas. O
metabolismo oxidativo foi avaliado utilizando o Diacetato 2° 7°
Diclorofluoresceina (DCFH-DA) e a E. ¢/i, como estimulo. Para a
fagocitose a mesma bactéria foi utilizada. As amostras foram analisadas
por citometria de fluxo. O metabolismo oxidativo basal dos PMN
do sangue de bezerros foi maior nos tempos t4, t6 e t12, do que em
t2 (p<0,05). A intensidade de fluorescéncia do metabolismo oxidativo
induzido pela bactéria foi maior nos tempos t4 ¢ t6 do que em t2
(p<0,05). A comparacio entre o metabolismo basal e induzido pela
bactéria, em cada um dos tempos, mostrou que a maior diferenca
ocorreu em t2, com valores da média geométrica e desvios padrido
respectivos de 18,3 + 44 ¢ 26,7 £ 1,8 (p< 0,05). A atividade de
fagocitose, medida pela intensidade de fluorescéncia, foi maior para as
amostras mantidas em gelo por 6 horas do que para t2, t4 ¢ t12
(p<0,05). O percentual de fagocitose nao diferiu entre os tempos.
O tempo ideal para andlise do metabolismo oxidativo foi o de
duas horas. Maiores estudos sdo necessarios para se verificar a influéncia
do tempo de conservagio na fagocitose de E. co/i por PMN do sangue
de bovinos.
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Introducao

A citometria de fluxo é uma técnica
emergente na Medicina Veterinaria que
permite uma andlise rdpida e objetiva de
células em suspensdo.! Esta técnica, muito
utilizada na avaliacio da funcio de
polimorfonucleares (PMN) do sangue em
varias espécies animais e no homem, oferece
uma analise quantitativa de uma variedade
de tipos celulares baseada no tamanho da
célula, complexidade molecular e
composi¢ao antigénica. Assim, este método
de analise complementa e amplia os
conhecimentos obtidos com a microscopia
optica.” A avaliacio funcional dos PMN do
sangue ¢ normalmente realizada através da
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mensuracao do metabolismo oxidativo e da
atividade de fagocitose destas células.’

As amostras de sangue devem ser
processadas e analisadas o mais breve
possivel, ja que o processo de estocagem da
amostra ¢ um ponto chave na obtencio de
resultados precisos, sendo recomendado que
as amostras sejam refrigeradas e processadas
dentro de quatro horas apds a colheita de
sangue a fim de se evitar resultados falsos
ou inconclusivos.? Segundo Vuorte, Jansson
e Repo?, na oxidagio do Diacetato 2’ 7
Diclorofluoresceina (DCFH), a manuten¢io
da integridade de membrana e da viabilidade
celular em todos os estigios de preparagao
das células ¢ essencial para se evitar a saida
do substrato ou de seus derivados



fluorescentes, o que poderia resultar na
ocorréncia de subgrupos de células com uma
falsa reducio da intensidade de fluorescéncia.

Em se tratando da espécie bovina,
podem se tornar um entrave a localizacao
do citometro em grandes centros urbanos e
o tempo decorrido da colheita de sangue
at¢ a analise das funcSes celulares. Trabalhos,
nessa espécie animal, avaliando contagem
total de leucécitos, a atividade de fagocitose
e o metabolismo oxidativo de PMN do
sangue mostram variagdes no tempo de
processamento das amostras que se colocam
entre duas a seis horas.>%’

Visando avaliar os efeitos do tempo
sobre a atividade funcional de PMN do
sangue de bezerros, foi elaborado este estudo,
com o objetivo de se estabelecer um limite
de tempo no qual as amostras deverao ser
colhidas e analisadas, sem que haja prejuizos
na atividade funcional destas células. Para tal,
foram avaliados o metabolismo oxidativo
e a fagocitose de Escherichia coli, em amostras
de PMN do sangue de bezerros mantidos
em banho de gelo em diferentes perfodos
de tempo.

Material e Método

Foram utilizados cinco bezerros
clinicamente higidos, machos e fémeas, com
idade entre quatro e dez meses, sendo
colhidos 10,0 ml de sangue da veia jugular;
5,0 ml em tubo a vacuo contendo heparina
sédica e 5,0 ml em tubos a vicuo com
EDTA sédico. Imediatamente apds a
colheita, as amostras foram armazenadas em
caixas de isopor contendo gelo picado, sendo
mantidas nestas condicoes até o momento
da analise.

As amostras com EDTA foram
utilizadas para a realizacdo do leucograma,
contagens total e diferencial de células para
que se pudesse estimar o numero de PMN
das amostras.

O sangue colhido com heparina foi
mantido em banho de gelo, antes do
processamento, NOs Momentos a seguif:
duas horas (t2), quatro horas (t4), seis horas
(t6), doze horas (t12) e vinte e quatro horas
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(t24), para a avaliacio do metabolismo
oxidativo de PMN do sangue de bezerros e
da atividade de fagocitose para a Escherichia
coli e, utilizando-se os reagentes e as
metodologias descritas a seguir.

Reagentes

Solug¢io de Diacetato 2° 7’
Diclorofluotresceina (DCFH-DA / Molecular
Probes, Engene, OR) (mantida a -20°C,
protegida da luz). No momento do uso, a
solugdo estoque (25mM diluida em etanol)
foi diluida em PBS de forma que o volume
final desta solucao fosse o suficiente para
realizar o experimento, segundo as
recomendacdes de Silva® ¢ Massoco-Salles
Gomes’.

Escherichia coli (cepa k-12) (Bio
Particlesa, conjugada com Texas Reda
(E2863) / Molecular Probes, Engene, OR). As
bactérias foram reconstituidas em um tubo
de vidro em concentragio de 20 mg/ml,
usando-se um tampao de PBS estéril com
2mM de azida de sédio, conforme as
recomendacbes do protocolo da Molecular
Probes.a. As bactérias ressuspendidas em PBS
foram aliquotadas em volumes de 500 ml
(aprox. 3,0 x 10° bactérias), em microtubos
de 2,0 ml, protegidas da luz, identificadas e
congeladas a uma temperatura de -80°C.
Imediatamente antes do uso as aliquotas de
bactérias eram descongeladas e as
concentragoes ajustadas relativamente ao
numero de PMN do sangue na concentragiao
de aproximadamente 200 bactérias/PMN.

Avaliagdo do metabolismo oxidativo e
da atividade de fagocitose E. coli por
PMN de bezerros

O metabolismo oxidativo e a
fagocitose foram avaliados para todos os
animais utilizados, segundo a metodologia
proposta por Hasui, Hirabayashi e
Yohnosuke'” e aplicada por Silva® e
Massoco-Salles Gomes’, nos tempos: 2, t4,
to, t12 e t24.

O metabolismo oxidativo basal de
PMN foi avaliado usando-se 100ml de
sangue total heparinizado, 200ml de DCFH-
DA (0,3 mM) e PBS g.s.p. 1,0 ml. O
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metabolismo  oxidativo de PMN
estimulados pela bactéria foi avaliado pela
adicao de 100ml de sangue total
heparinizado, 200ml de DCFH-DA (0,3
mM), 100ml de E. co/7 conjugada com Texas
Red e PBS g.s.p. 1,0 ml. Para a avaliagao da
atividade de fagocitose foram utilizados
100ml de sangue total heparinizado, 100ml
de E. cl/i conjugada com Texas Red e PBS
g.s.p. 1,0 ml

As amostras assim preparadas
foram colocadas em banho-maria
a 37°C sob agita¢io, durante 30 minutos.
As reacoes foram interrompidas pela
adicao de 2,0 ml de solu¢io de EDTA
gelada (3mM). As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 250g e as
hemaicias removidas dos botdes de
leucécitos do sangue periférico por lise
hipotonica com uma solucao de NaCl a
0,2% por 20 segundos. Imediatamente
apos esta lise, foram colocados 2,0 ml de
uma soluc¢ao de NaCl a 1,6% em cada
amostra, com o objetivo de restaurar a
isotonicidade. As amostras foram
centrifugadas novamente, sendo
desprezado o sobrenadante. Repetiu-se a
lise hipoténica, sendo os tubos
centrifugados pela ultima vez e o
sobrenadante desprezado. Os botdes
celulares obtidos foram ressuspensos em
1,0 ml de PBS para a analise no citometro
de fluxo.

Desta forma, em cada um dos
tempos estudados, o experimento
apresentava a seguinte bateria de tubos,
para cada animal (Quadro 1).

Leitura das amostras no Citémetro de
Fluxo

Ap6s a etapa descrita foi realizada a
leitura das amostras no citometro de fluxo
(Facscan  Calibur  Becton — Dickinson
Immnnocytometry System, San Jose, CA, USA)
conectado a um computador (Macintosh
Apple, CA, USA) utilizando o software Cell
Quest (Becton Dickinson Immunocytometry
System, San Jose, CA, USA) do Laboratério
de Farmacologia e Toxicologia do
Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Siao Paulo. Foram
adquiridos 10.000 eventos de cada amostra.
Os resultados de fluorescéncia foram
gravados em uma escala logaritmica. A
fluorescéncia verde do DCFH-DA foi
mensurada a 530+30 am (FL1) ¢ a
fluorescéncia vermelha da E.co/i conjugada
com Texas Red foi medida a 585+42 nm
(FL2).

Os dados gerados no citometro
foram analisados com auxilio do softwate
WinMDI 2.8 (Joseph Trotter, Scripps Research
Institute, La Jolla, California, USA)''. Os
valores referentes a atividade de fagocitose
e ao metabolismo oxidativo foram
estimados pela média geométrica da
intensidade de fluorescéncia emitida pelos
PMN. O percentual de fagocitose foi
calculado pela férmula:

numero de PMN que fagocitaram x 100

Porcentagem de fagocitose =

numero total de PMN
Analise estatistica

Para avaliacao da atividade de

Quadro 1 - Exemplo da bateria de tubos utilizados para avaliar a atividade funcional de polimorfonucleares do
sangue de bezerros neonatos “in vitro”. Sao Paulo - 2006

Tubo Sangue total DCFH - DA Ecoli + T.R. PBS
A (controle negativo) 100 pl - - 900 i
B (metab. oxidativo
100 pl 200 ul - 700 pl

basal)
C (metab. induz. E. coli) 100 ul 200 ul 100 pl 600 ul
D (atividade de

. 100 pl - 100 pl 800 ul
fagocitose)

Braz. ). vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 45, n. 1, p. 48-56, 2008



metabolismo oxidativo basal e induzido pela
E. coli, e da atividade fagocitica dos PMN
contra F.co/i foi utilizada a analise de variancia
(ANOIVA) complementada pelo teste de
Tukey-Kramer para multiplas comparagoes.
Para a compara¢io do metabolismo
oxidativo basal e induzido pela E. /i em
cada um dos tempos do estudo foi utilizado
o teste de Bartlett p’ara testar a
homogeneidade das variancias seguido do
teste ¢ de Student'>. Os dados foram
analisados pelo StatsDirect Statistical 1.td".
Para todas as analises foi considerado um
nfvel de significancia menor que 5%.

Resultados
O metabolismo oxidativo basal dos

PMN do sangue de bezerros foi
significativamente (p<0,05) maior nos
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tempos t4, t6 e t12, quando comparado com
o tempo t2 do estudo. As amostras dos
tempos t4, t6 e t12 comparadas entre si, nao
mostraram diferencas, conforme se observa
na tabela 1 e na figura 1. Na figura 2,
apresentam-se os “dot plots” obtidos
durante a aquisicio dos dados de uma
amostra de sangue do tempo t2, onde se
pode observar a populacio de PMN
utilizada na analise dos dados. Pode-se
observar que as células aumentam de
tamanho quando o metabolismo oxidativo
¢ induzido pela bactéria (vide deslocamento
da posic¢ao da populacao R1 a direita no eixo
x, referente a propriedade FSC- Forward side
scatter que indica o tamanho da célula)
mostrando que durante a fagocitose ocorre
alteracao na morfologia celular e que a técnica
de citometria de fluxo é capaz de verificar
esta modificacio.

Tabela 1 - Valores das médias geométricas e respectivos desvios-padrao da intensidade de fluorescéncia obtida na
analise do metabolismo oxidativo espontaneo (basal) (cel + DCFH) e induzido pela E. coli marcada pelo
Texas Red (cel + DCFH + E. coli) de PMN do sangue de bezerros, segundo o tempo em que as amostras
foram mantidas em gelo picado até o processamento. Sao Paulo - 2006

Tempo de conservagdo cel + DCFH cel + DCFH + E. coli
t2 18,3 +4,424 26,7+ 1,8 B
t4 391+7,1° 435+834
t6 368+7,1°0 40,1t+6,64
t12 33,1+8,7b 32,7+72¢4
letras mindsculas diferentes na mesma coluna, resultados significantes (p<0.05)
letras maitsculas diferentes na mesma linha, resultados significantes (p=<0.05)
100 -
O cel+defh
80 - .
cel+defh+ecoli

(=2
o
1

[ ]
(=]

[e=]

intensidade de fluorescéncia
=
S

2 t4

t6 t12

tempo de conservagio

Figura 1 - Efeito do tempo de conservacao das amostras em banho de gelo sobre a intensidade de fluorescéncia
obtida na analise do metabolismo oxidativo basal (cel + DCFH) e induzido pela E.coli (cel + DCFH +

E. coli). Sao Paulo - 2006
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Metabolismo oxidativo basal (terpo 12)

10z

SSC-H

a 1023
FSC-H

Metabolismo oxidativo induzde (tempo 12)

1023

SSC-H

FSC-H

Figura 2 - Citogramas de leucécitos do sangue de bezerro mantidos por 2 horas em banho de gelo picado até o
processamento; R1: PMN incubados com DCFH; R2: PMN incubados com DCFH + E.coli. Sao Paulo - 2006

A analise estatistica das médias
geométricas da intensidade de fluorescéncia
do metabolismo oxidativo de PMN do
sangue de bezerros induzido pela E. co/i.
(Tabela 1 e Figura 1) revela que o maior valor
foi encontrado para as amostras analisadas
nos tempos t4 ¢ t6 sendo significativamente
maiores (p<0,05), quando comparadas com
as amostras analisadas no tempo t2.

A comparag¢ido entre as médias
geométricas da intensidade de fluorescéncia
avaliada separadamente entre cada um dos
tempos de estudo mostrou diferenga
significativa (p<0,05) entre o metabolismo
oxidativo basal e o induzido pela E. /i no
tempo de duas horas ap6s a colheita do
sangue dos bezerros (t2). Com o passar do
tempo esta diferenca deixa de existir
(Figura 1). O tempo t 24 foi excluido da
analise, devido a grande alteracdo
morfolégica apresentada pelas células no
“dot plot”, inviabilizando sua avaliagio
conforme pode ser verificado pelos
citogramas mostrados na figura 3.

A atividade de fagocitose (Figura 4),
medida pela média geométrica da
intensidade de fluorescéncia, foi
significativamente maior (p<0,05) para a
populacio de PMN do sangue mantidos em
banho de gelo por 6 horas quando
comparada aos demais tempos (Tabela 2).
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No entanto, a avaliacio do percentual de
fagocitose de PMN do sangue para a E.coli
marcada pelo Texas Red nao mostrou
diferencas entre os tempos estudados (Tabela
2, Figura 5). O momento t 24 foi excluido
da analise, pelos mesmos motivos
apresentados anteriormente.

Discussao

A analise dos resultados deste trabalho
mostra, no que se refere a comparacao do
metabolismo oxidativo basal e aquele
induzido pela bactéria, que as maiores
diferencas foram obtidas quando as amostras
eram analisadas ap6s a conservagdo em
banho de gelo por duas horas.

Os valores das médias geométricas da
intensidade de fluorescéncia para o
metabolismo basal e induzido pela bactéria,
nao diferiram entre si, exceto no tempo t2.

Resultados semelhantes ao deste
estudo, foram encontrados por Zhao et al.",
que a0 analisarem o metabolismo oxidativo
de neutréfilos basal e estimulado por PMA
(Miristato-acetato de forbol), fMLP (N-
formil-metionil-leucil-fenilalanina) e E.co/, e
duas concentracOes diferentes de propofol
em seres humanos, nido verificaram
diferencas entre as amostras do grupo
controle e dos tratamentos quando a E.co/7
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Metabolismo oxidativo basal (tempo 124)

1023

SSC-H

o) 1023
FSC-H

Metabolismo oxiddativo induzdo (tempo t24)

10z

SSC-H

FSC-H

Figura 3 - Citogramas do metabolismo oxidativo basal (cel + DCFH) e induzido (cel + DCFH + E.coli) de
leucécitos de bezerros mantidos por 24 horas em banho de gelo antes da andlise. Sado Paulo - 2006

100 -

80

60

intensidade de fluorescéncia

Atividade de fagocitose

t2 t4

tempo de conservagiio

Figura 4 - Efeito do tempo em que as amostras foram mantidas em banho de gelo sobre a média geométrica da
intensidade de fluorescéncia de PMN em atividade de fagocitose (cel + E.coli). Sado Paulo - 2006

foi utilizada como estimulo. Tal fato pode
ser explicado pelas diferencas de ativagao
do metabolismo oxidativo quando utilizada
a E. coli, uma vez que é necessario que ocorra
fagocitose, ao passo que outros estimulos,
como o tMLP e a Yersinia enterocolitica ativam
o metabolismo oxidativo por ligagdo em
receptores de membrana destas células e o
PMA ¢é um ativador direto da proteina
quinase C (PKC).*

No método de oxidacio do DCFH,
a perda de integridade de membrana e da
viabilidade celular poderia resultar na

ocorréncia de subgrupos de células com uma
falsa reducao da intensidade de fluorescéncia
do DCFH* podendo estar associada a
apoptose e necrose celular, fato que
provavelmente ocorreu no tempo t24.

Em relacio a atividade de fagocitose,
foi verificado que o seu percentual se manteve
constante, durante os diferentes tempos de
analise. Entretanto, a intensidade de
fluorescéncia medida pela média geométrica
foi maior no momento t6, nio havendo
diferencas significantes entre os demais
tempos. Sabe-se que a intensidade de
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Tabela 2 - Valores das médias geométricas e desvios-padrao da intensidade de fagocitose obtida pela intensidade
média de fluorescéncia estimulada pela E. coli marcada pelo Texas Red e do percentual de fagocitose de
PMN do sangue de bezerros, segundo o tempo que as amostras foram mantidas em gelo picado até

serem analisadas. Sao Paulo - 2006

Tempo de conservagido cel+ E coli % de fagocitose
t2 31,5+382 40,3£7.9 ¢
t4 41241562 374474 ¢
t6 679+12,0® 47,1410,4 <
t12 452+352 46,4190 ©

letras minidsculas diferentes na mesma coluna, resultados significantes p<0.05
letras maitisculas diferentes na mesma linha, resultados significantes p<<0,05

100 -
90 1
80 1
70 -
60 1
50
40
30
20
10

0

Fagocitose (%)

tempo de conservagio

Figura 5 - Percentual de PMN do sangue de bezerros em atividade de fagocitose para a E.coli marcada pelo Texas
Red, segundo o tempo em que as amostras foram mantidas em gelo, Sao Paulo, 2006

fluorescéncia estd associada ao nimero de
bactérias fagocitadas, entretanto, parece
pouco provavel que este fato tenha ocorrido,
pois isto poderia acarretar um maior
estimulo ao metabolismo oxidativo celular
0 que nao foi observado neste estudo.

A menor magnitude dos valores
obtidos tanto para o metabolismo oxidativo
quanto para a fagocitose no tempo t12 e a
impossibilidade de avaliacdo das amostras
no tempo t24, sdo concordantes com Weiss
* que afirma que o processo de conservagio
das amostras ¢ um ponto chave na obten¢ao
de resultados precisos; células danificadas ou
mortas apresentam alteragdes nos graficos
de “Dot-Plot” no que se refere ao tamanho,
granulosidade e inespecificidade de ligacao
a anticorpos monoclonais.

Kampen et al.’, avaliando a
estabilidade e a repetibilidade da fagocitose
e do metabolismo oxidativo de PMN do
sangue de bovinos, por citometria de fluxo,
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utilizando o Phagotest (E. /i marcada com
FITC) ¢ o Bursttest (E.co/f) e mais trés
métodos classicos de avaliacao funcional
destas células, verificaram que nao houve
diferencas entre os métodos classicos e os
de citometria de fluxo no que se refere a
estabilidade dos mesmos. Os resultados
deste trabalho foram expressos em relacdo
ao percentual de células que realizaram
fagocitose de todos os animais estudados
durante o periodo (69,6% e d.p.=14,4), ndo
mostrando se ocorreram variacoes da média
geométrica da intensidade de fluorescéncia
destas células.

Em relagdo ao tempo de andlise, Jain,
Paape e Miller’, utilizando a citometria de
fluxo para contagem diferencial de leucocitos
de 50 vacas holandesas de amostras de
sangue colhidas em EDTA estocadas em
gelo e processadas dentro de 6 horas,
verificaram que a contagem de leucécitos
totais no citbmetro foi menor que a obtida



em sistemas automatizados (4.66012.143/
ul vs 10.2091+4.153).

Finalmente, os resultados deste
trabalho poderiam ter sido afetados pelo uso
de heparina na colheita das amostras de
sangue. Carter et al.'’ avaliaram o uso de trés
anticoagulantes em amostras recém-colhidas
e ap6s 24 horas, além da ocorréncia de morte
celular evidenciada através da incubacao
destas células com Iodeto de Propideo (PI).
Nas amostras recém-colhidas, nio houve
diferenca estatistica relacionada ao nimero
de granulécitos marcados por PI, entretanto
a avaliacdo destas células, apds 24 horas em
temperatura ambiente, mostrou que as
amostras com EDTA apresentaram um
aumento significativo do numero de
granuldcitos positivos para PI. A morte
celular foi evidenciada nas amostras com
ACD (acido citrato dextrose) e irrelevante
naquelas com heparina. O trabalho de
Ducusin et al.”, sobre a atividade de
fagocitose de leucocitos PMN de bovinos
para particulas fluorescentes em diferentes
condi¢bes de incubacio (tempo e
temperatura), usando diferentes estimulos
(LPS, PMA, fMLP e citocalisina B) e
diferentes anticoagulantes (heparina, ACD e
EDTA) em amostras analisadas dentro de
cinco horas apds a colheita do sangue,
mostraram que a heparina ainda é o
anticoagulante de escolha para a fagocitose.
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Em contrapartida, Erduran et al.',
verificaram apoptose dos neutrofilos apos
uma hora de ensaio quando usadas doses
altas de heparina (20 U/ml).

Conclusoes

Ap6s a analise dos dados encontrados
neste trabalho, pode-se concluir que o tempo
ideal para analise do metabolismo oxidativo
basal e induzido ¢é de até duas horas apds a
colheita do material, quando o mesmo ¢
conservado em banho de gelo. Apds o
periodo de 4 horas, os resultados mostraram
nio haver diferencas entre o metabolismo
basal e o induzido, devendo-se, portanto,
evitar a andlise do metabolismo oxidativo
utilizando a E.co/i como estimulo, apds este
periodo de tempo, em se tratando da espécie
bovina. Em relacao a fagocitose, sio
necessarios maiores estudos a fim de
se verificar a influéncia do tempo na
intensidade de fluorescéncia quando da
utilizacao da Escherichia coli, nessa mesma
espécie animal.
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Effect of conservation time on bovine polymorphonuclear leukocytes in
calves blood on oxidative burst and Escherichia coli phagocytosis activity

Abstract
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The time effect on oxidative burst and phagocytosis of Escherichia coli
by polymorphonuclear leukocytes of 5 healthy calve blood samples
were evaluated. Samples were kept on ice bath for two (t2), four (t4),
six (t0), twelve (t12) and 24 hours (t24) before the tests. The oxidative
burst was measured using the 2°,7’-dichlorfluorescein-diacetate
(DCFH-DA) and E.co/7 as stimulus, also the same bacteria was used
to phagocytosis process. The PMN basal oxidative burst of calves
blood samples were analyzed by flow cytometry and were higher at
times t4, t6 and t12 (p<0,05) than at t2. The oxidative burst
fluorescence intensity induced by bacteria was higher at the times t4
and t6 than at t2 (p<<0,05). The comparison between the basal oxidative
burst and the one induced by bacteria on each time, showed t2 time as
the one with the highest difference, with geometric media and standard

Conservation time.
Bovine.
Escherichia coli.
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deviation of 18,3 = 4,4 and 26,7 £ 1,8 (p< 0,05), respectively.
Phagocytosis activity was measured by fluorescence intensity and was
higher on samples kept on ice bath for 6 hours than those at t2, t4
and t12 (p<0,05). The phagocytosis percentage did not differ between
the different times. The ideal time to test the oxidative burst was 2
hours (t2). Further researches are necessary to verify the conservation
time influence on E.co/i phagocytosis by PMN of bovine blood.
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