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I.1. EXFERMEDAD DE LOS ABRSCES808 DE 1O8 CORDEROS

La enferzedad de los abscescs es wna linfadenitis especiiica
del ganado ovino causada per Staphylocegcus Aureds sufsp.
anaerobius que afecta casi exclusivamente a los animales jovenaes
rastd 108 4 ¢ % meses de edad y que me caracteriza clinicamanze
por la aparicion de abscesos en los ganglivs linfaticos superfa-

clales.

La informacion bibliografica acerca de esta enfermedad es
agcasa ¥y Procede, en su mayoria, de Francla, pais &n el que fue
sriginalmenta descrita y en el gue de tarda an tarde ha sidoe
diagnosticada por distintos autores (Morel, 191); Aynaud, 19:2,
2523, 1927, 1928; Carred, 12:2la, 1923k, 19%27; Cauchemai, 1924 Be-
mito y Borrel, L3857 Boukerrou eb al.. 1985}, y de Espafa (Blaneco
Lorzelier, 19%60; Do la Fuente y Suarez, 190%5; De la Fiante gf
ak.. 1%8%a), Fuera de estos palses se han descrito fucos en Kania
;shirlaw y Ashferd, 19€2), Hungria (Bajmocy gt al.. 1983, 1884),
rvan (Hedjazi y Afnan, 1573: Afnan y Hediazi, 1978), Italia
rvalenti y Bieler, 1984) vy, muy recientemente, en Sudan (El
jancusi g% al., 1589;.

En los trabajos existentas acerca de esta enfermedad se
advierten cslarvas contradicciecnas tanto en la descripoicn del
zuadrs clinico como en @l estudic del agente etislogice. Debide
s estas contradiccionag y a la escasa ¥, sh muchas otasiones,
antisuada bibliografia, cresmos convenients llevar a cabo una
setallada revisidn de los antecedentes historicos de la misma.

I.l.1. Antecadentes hiatdricos de la enfermedad

Fue Mcral, en 1811, el primer investigadeocr que observd 1a
esercia de zoo0s Gram positivas en el contenide purulento

.3 casecsa. degin Moral 108 Cocos eran el agente eticlogicn de
ta enfermeiad, aun <uande nc silempre c¢onseguvia aislar lcs
zicrocrganismes del contenido purulents, Este investigader
considerd gque las ovejas contraian la enfermedad por la nordedura
de lecy perres de pastor, ya gue entre los ailcroorganismes
presentes en la saliva de estos animales se observaban tankién
LNos Ccoces Gram positives (Morael, 1911}.

1 194 "otace Lo
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Onge afos mAs tarde Aynaud también observo en el examan
directo del pus procedente de abscesos de cordercs unog Cocos
tran positivos, pero, al igual que Morel, no logro alslar los
nicroorganismes, per lo gue centrd su investigacion en el estudio
histolégico de 1as paredes de los abscesos, ohservando formacio~
nes idénticas a los granos de la botriomicesis y describiendo el
proceso coma una botriomicosis que afectaba al ganado ovino,
Aynaud, empleando dosis muy elevadas del contenide purulento de
los abscesos, comprobd que estos cocos eran avirulentos para log
anirales de laboratoriec (cobaya, conejo y ratén). Asimismo, el
cobaya no era afectado por inoculacién intraperitoneal, lc cual
permitia diferenciar esta bacteria del bacile de Preisz-Nocaxd

{hoy denominado Corvnebacterium pseudotuberculosis) (Aynand,
1922).

Carré, en 1223, fue &l primer investigador que consiguid
culrivar el microorganisme a partir de muestras de contenido
purulento procedentes de abscesos subcutineos de ccrderas
enmpleande un pedie liguide suplementado con suaro de capallo,
Carré encontrs dificuitades para ohtener cultives en medic sclide
y sefialéd gue las caracteristicas culturales de todas las Cepas

tudiadas eran constantes y muy diferentes a las del estaiiloco-
3¢ pidgenc {Carre, 1523a),

Segun esté auter, la inoculacién del pus de los abscescs
naturales o de los cultivos del coco en les ovinos no provocaka
nas due una lesion ainima gue curaka rapldam 'm'.e' POL 15 gue
ackacd el fuerte poder patégeno de 1os cocos a Lna’ asoc‘ac:.én con
@.’ bacile de Praisz-Nocard. En este trabajo Carrs afirma que

ne microerganisnc habla aicanzade una gran difusicn en Francia
en au’uellos afies pexc sin llecar & adguliriy, ni g=n nuehe, la
imporzancia patogena del

kacilo de prelsz-locarsd, fezun lJarré
habria rebalics en los Jue 1os dos agentes coexistirizn, pudiende
presentay un nismo abscess subcutdneo los dos migrocrganismes

conjuntanente {Clarre, 1%23a),

En agquel nismo afo de 1423 Avnavd aislé el coce Gram
positive de lesiones de bronconeuncnia caseosa de ovejas. LoOS
'ne;)cres resultados en e) aislamiento lcs chtuvo emplsando medics

Liguidos albuminosos o agar hueve. Aynaud definid a este cogo

wemo un microtrganisme anaerchbio, facultativamente aerckbic 3
realizé la primera caracterizacien bioquimica de la bacteria
confirmando que, ademas de la norfologia, mantenia numercsos

P4 intreduee ide
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caracteres comunes con leos estafilocccos, como son la licuefac-
cidn de la gelatina y la ausencia de produccion de indol. Por
ello lo consideré un estafilococo adaptado al organismo de la
oveja ¥ modificado por la simbiosis (Aynaud, 1923).

Por otra parte, Aynaud comprobé que los cultives de las
kacterias, gue eran avirulentos para los animales de experimenta-
cidn (Aynaud, 1922), provocabah en ovinos y caprinos la formacidn
de absCescs de evolucion lenta., El pus aislado de estos abscesos
tenia las mismas caracteristicas gue en la enfermedad natural y
las paredes de los abscesos presentaban el espescor y la estructu-
ra de las lesiones botriomicéticas (Aynaud, 1923).

Carré, en un nuevo trabajo, se mostrd en desacuerde con
que este microorganismo fuese considerade semejante a los
estafilococos, ya que sus caracteristicas culturales y la
necesidad de suplementar los medios de cultive con sustancias
albuminosas diferenciaban claramente el coco de Aynaud de los
estafilococos. Serd Carreé guien por vez primera sefiale en este
trabajo la influencia de la edad en la presentacién de la
enfermgdad, indicando que era mucho mds frecuente en los animales
jévenes que en los adultos. Segun este investigador, los animales
con la edad se muestran resistentes a la infeccién por el coco,
llegando a desembarazarse de el si se infectan precozmente,
mientras que, por contra, conservan toda su sensibilidad al
bacilo de preisz-Nocard en el curso de su existepncia economica
(Carré, 1923b).

En 1927 Carré denomina a este coco Gram positivo micrococo
de Morel y lo considera un agente pidgenc especifico de les
pequefos rumiantes gue por si mismo constituye una entidad
microbiana gefinida (Carre, 1927).

En estos mismos afos Aynaud introdujo la denominacion de
%Yenfermedad de los abscesos’, pueste gue para €l el procesc Se
caracterizaba por la formacion de abscesos en distintas partes
del cuerpeo =in gue el estado general de los animales se viera
afectade (Aynaud, 1927, 1928 y 1929). Seguin este investigador,
ne se trataria de una enfermedad nueva sino de un proceso, gue
probablemente habkia sido diagnosticadeo errdneamente coho
linfadenitis casecsa, Para Aynaud ambas enfermedades se diferen-
clarian por la localizacion de las lesiones: en la linfadenitis
caseosa los abscesos se localizan en los ganglies linfdticos,

3 Introaveeion



migntras que en la enfermedzd de los abscesos aparecen la mayoria
de las veces en el tejido celular subcutdneo y, en algunas
ocasiones, entre los misculcs. El estudio histoldégics realizade
por este autor confirma gue, aungue los abscescs pueden ocupar
regicnes ganglionares (punta de la espalda, region inguinal ¢
dngulo de la mandibula) e incliuso aproximarse en su desarrolle
2 los ganglios linfaticos, su origen no es ganglionar. Otra
diferencia con la linfadenitis caseosa seria, segun Aynaud, la
ausencia de lesjones viscerales en la enfermedad de lcs abscescs
tAynaud, 1827, 1928, 1929}.

Este mismo autor da una deseripcién mas precisa del agente
causal definiéndole como un microorganismo anaerchio facultative
que, entre otras prepiedades, no produce hemolisinas cultivado
en calde suero Y presenta un poder sacarslitice gue hace
imposikle sudiferenciacicn del estafilococo. La unica diferencla
entre estas bacterias y &l estafilococo radicaria para Aynaud en
la dificuitad de obtener el primer cultivo, propiedad comin a
muches microcrganismes a la salida del organisme (Aynaud, 1923,
1628} .

Aynaud comprob6 gue la via Ge inoculacién mas adecuada para
reproducir lecs abscescs en 108 pegusfcs rurmlantes era la
intramuscular, Subcutineanchte las lesiches eran significativa-
mente mencres Yy la ineculacién intravencsa, incluso a desis muy
altas, fracasaba 1s mayoria de lazs occasiocnes. La via cral nc era

elacriva en la reproduccién experimental de la enfernedad
{Avnaud, L1%Z8).,

De sis extensos estudics ahatemcpateldgicss v micrekiclogi-
== aynaud concluve cue la en.erme“ad de los abscescs de 1cs
crderos eguivale en leg covines a2 la betriomicesis de lcs

q‘ ldos, bévides v suides producida peor afllocece (AY
)

tB(‘)

jor
m
n
rt

28

Desde les =rzbaics de Aynand <omentadcs antericriente
transcurrieron mas d4e veinticineo afos sin gQue apareclers
referencia alguna en la litsratura a la enfermedad de lics
abscesos hasta gue en 1237 Benito y Borrel publicaron un nueve
estudie también en Francia, Estos autores centraron sus investi-
gaciones en el agente eviclégico ¥y en la reprcduccion experimen-

tal de la enfermedad. Con respecto a la caracterizacion del
agente etioldgico aportan que produce hemolisinas y ccagulasa,
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si bien esta ultima en pequehfa cantidad o de actividad débil, ¥y
1o consideran como un microorganismo aerobio facultativo que una
vez resembrado se desarrolla normalmente incluso sobre madios
s6lidos. Benito y Borrel consideran a esta bacteria ceomo una
especie microbiana bien definida y suficientemente alejada de les
estafilococes. La clasifican dentro del género Microcogcus ¥y
proponen la denominacién de Micrococcus pvodenes gvis (Benito y
Borrel, 1957).

Estes autores confirmaron la reproducclién experimental de
la enfermedad en el ganade 6vine y caprino por todas las vias de
inoculacién ensayadas (subcutdnea, intramuscular, intraperito-
neal, intrapleural e intratesticular) a excepcion de la Lntrave-
nosa (Benito y Borrel, 1957).

Finalmente, Benito y Berrel estiman que la frecuencia de la
enfermedad de los abscesos durante aguellos afios era muy superior
a la ocasionada por el Corynebacterjum preisz-nocardi y demis
agentes piogenos de los pequefios rumiantes (Benito y Borrel,
1857),

Un afic mds tarde (1958) Joubert publicd un estudio bacterio-
1dgico y sistemdtico del micrococo causante de la enfermedad de
les abscesos, confirmande de nuevo gue se trataba de un micro-
organismo aero-anaerchio. Segun Joubert, esta bacteria no
Secretaba ninguna toxina (exotoxina, endotoxina, enterotoxina o
hemolisina verdadera), no producia hialuronidasa, coagulasa,
fibrinolisina ni proteasas y era sensikla a gran numero de
antibioticos y sulfamidas. Ademds, el microorganismo no podia
clasificarse seroldgicamente entre los estreptococos y no era
sensible a los bacteriéfagos activos frente 2 los estafilococos.
En funcidn de los resultados oktenidos y dada la ausencia de
descripeion alguna de este microorganisme en los manuales de
sistemitica bacteriana, Joubert lo considera como una especie
@utonoma sin nombre ain y para la gue propone la denominacicn de

Migrococcus abscendens ovis (Morel 1911) (Joubert, 1958),

Sorprendentemente, - desde este trabajo de Joubert no ha
vuelto a aparecer en Francia referencia alguna sobre la enferme-
dad hasta 1985 en gue Boukerrou gt zl. estudiaron nuevos
aislamientos del microorganisme procedentes de ganade ovino.
Aunque estos investigadores afirman que Microcogcus pvoganes ovig
se asemeja bastante al estafilecoco, consideran gque los resulta-
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dos de sus estugios bacteriolégicos, serotiplicos y lisotiplcos
son insuficientes para encuadrar taxondnicamente a la bacteria
dentro del género Staphyleocogcus (Boukerrcu et al., 1985).

volviende al orden cronoldgico en las investigaciones
realizadas sobre la enfermedad de los abscesos corresponde citar
el trabajo publicado en 1960 por Blanco Loizelier, gquien
deseribidé por prinmera vez la enfsrmedad en Espaha, més concreta-
mente en las provincias de Seria, Guadalajara, Zaragoza y Teruel.

Segun el autor espanol, los abscescos afectan a 105 ganglics
linfaticos superficiales y se localizan eh un 90% de los casos
en el ganglioc intermaxilar o parctideo, entre un 5 y un 10% en
el preescapular y en el resto de los casos en les ganglios

linfaticos de distintas partes del cuerpe., En ocasiones pueden

afectarse ganglios internos (mediastinices y pelvianes) y en
raras ccasiones los ganglios linfaticos de la regidn portal. La
morbilidad del proceso en los brotes estudiades por Blanco
Leizelier osecilaka entre un § y un 30%, llegando a alcanzar
axcepeicnalmente el 60% (Blanco Loizellier, 1%60).

EXl investigador espafiol hace tambidn referencia a la posibkle
via de entradd de la infeccisén, mencionande las pequefas heridas
en la boca, los espacios linfdticos del anillo faringeo e incluso
la posibilidad de contaglo a partir de la cicatriz umhilical,
asinismo, indica cue es muy posible gue estos microorganismes
formen parte de la flera microbiana de la mama, de donde Blanco
loizelier lo aisla rsiteradamente, por lo que debe considerarsa
-a posikilidad de vehiculacién de la infeccién a los corderos a
Través de la leche (Blanco Loizelier, 1960).

Una caracteristica esencial del microorganismeo causante del
procese, sequn Blanee Lolizelier, es su lento desarrollo en los
medics de cultiva, precisdndose de 3 a 5 dias para observar el
crecimiento! en agar sangre apareCeh uh gran numero de colonias
diminutas al lado da otras de mavor tamafo. Ademds la bacteria
produce nemdlisis vy ccagula =l plasma de conejo 2l cabo de 4 a
12 horas, Este investigador se muestra conforme con los estudies
realizados por Benito y Borrel ¥y acepta la denominacién de
Microcecgus pvogenes ovis.
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Blante Loizelier considera a la linfadenitis caseosa del
ganado lapnar no como una entidad ¢linica sino como un sindrone
producido por diferentes especies de microorganismos,

Dos afies mds tarde (1962) en Kenia, Shirlaw y Ashford des-
cribieron el procesc en corderos y lo denominaron enfermedad de
Morel. Al realizar la necrepsia en 16 ovinos comprobarcon gue dos
de ellos presentaban lesiones de tipo caseoso en los ganglios
linfaticos preescapulares, de los cuales aislaren Corvnebacterium
@vis. Sin embargo, las lesipnes halladas en la necropsia dal
reste de los animales no aran las tipicas de la linfadenitis
casecsa! cinco de los animales presentaban akscesos en las
proximidades de los ganglios linfaticos de las regiones preesca-
pular y femoral, presentande dichos gangliecs una linfadenitis
no supurativa; otros cuatro animales mostraban abscesos intramus=-
culares en la proximidad del ganglio poplitec entre los misculos
biceps femoral y semitepndincso, pero ni el ganglioc ni les
misculos aparecian directamente afectadoes: dos mas presentaban
granulomas intramamarios con fistulizaciones y abscesos situados
en las regiones femoral y preescapular; por ultimo unc de los
animales mostraba abscesos en diferentes ganglios linfiticos
superficiales (Shirlaw y Ashford, 1962).

En el estudic microhiolégico del centenide purulente de
estos abscesos Shirlaw y Ashford ne obtuvieren crecimiento alguno
en agar sangre tras incubar las placas durante 3 dias en
aeroblosis. Sin embarge, aparecian granm numero de colonias al
cabo de 48 horas en este mismo medio si la incubacidn se
realizaba en una atmésfera con un 10% de Co,. Las bacterias
aisladas eran cocos Gram positivos, catalasa negativos y
producian p-hemolisina pero no coagulasa. Shirlaw y ashford
ccinciden con los investigadores gue consideran a este microorga-
nismo como una especie autsnoma, no descrita en los manuales de
Taxonomia bagteriana.

Estos mismos autecres reproduiercn, ceme ya hicieran otreos
anteriormente, la enfermedad experimentalmente en el ganado
6vino, e incluse demostraron que el cenejo podia ser sensible a
la bacteria por via intradérmica (Shirlaw y Ashford, 1962).

Redjazi y Afnan, en 1973, describieron en Irin la enfermedad
de Mcrel en un rebaiio de ovejas y cabras. Mientras que los
corderos del rebafo estaban afectados en gran medida y las oveijas
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en una proporcién muy inferior, ninguno de los animales de la
especie caprina contrajo la enfermedad. La localizacion preferen-
te de los abscesos eran las regiones parotidea, submaxilar y
testicular (Hedjazi y Afnan, 1973; Afnan y Hedjazi, 1678).

En 1983 Bajmocy et al. diagnostican la enfermedad en Hungria
y haten especial referencia a la gran morbilidad y facilidad gde
contagio del proceso: la infeccidn gue se inicid en dos animales
del rabafio afectaba al cabo de dos neses a 150 y en sdlo cuatro
reses a la totalidad del mismo. Asimismo, estos investigadores
indican 1a existencia de recidivas de los abscesos en el mismo
animal en el transcurso de seis a dalez semanas. Todos los
abscesos estudiados por Bajmécy at al. tenian una localizacion
subcutdnea (Bajmécy et al., 1983; 1984).

Al afio siguiente Valenti v Bieler dascriben por primera vez
la presentacidn natural de la enfermedad de los abhscesos en la
aspecie caprina en Italla (Valenti y Bieler, 1984). Postariormen-
Le, el procesc en cabras fue de nuevo diagnosticade en 1389 eh
Sudan por El Saznousi et al,, guienes encontraron que la enferme-
dad afectaba al 12% de los aninales y gue los abscesos se
localizaban preferentemente en las  regiones submandibular,
pargtidea vy preescapular f(E]l Sanousi gt gl., 158¢),

A partir de 1986 se produce un salto cualitative muy
importante en el conocimiente de la enfermedad de los abscescs
v, sobre tode, de su agente etiologice a raiz de las investiga-
ciznes realizadas por De la Fuente gt al. (De la Fuente y Sudrez,
De la Fuente et 21., 1%85a, 1988b, 19%85c)., Este grupo
investigador estudic diferentes brotes del proceso surgides en
distintas provincias de las Conmunidades Auténomas de Castilla-
Ledn y de Castilla-La Mancha haclendo especial hincapid en la
descripeien del ewadre clinico, en la reproduccion experimental
de la enfermedad y en la caracterizacidén del agente etielogice.
A contipuacidn axpenemes los aspectos mas relevantes de estas
investigaciones.

Desde el punto de vista clinico los abscesos son précti-
camente el unies signo de la enfermedad y sé&lo en contadas
ocasiones se aprecian otros sintomas, generalmente como conse-
cusncia de un particular tamafic o localizacién de los abscesos,
o bien debido a procesos secundaries. La localizacién mds
frecuente de los abscefos son los ganglios linfiticos de 1a
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region mandibular (mandibulares, parotideos y retrofaringesos
seguildos en orden de importancia por los cervicales

Laterales)
ramarios Yy escrotales, gn

superfic.ales, sukiliacos, peoplitess,
~1ngun ©aSo enCOLLrarch €stos autcres abscescs en los ganglics

internos ni en las visceras (De la Fuente y Sudrez, 1985: De la

fuente €T al., 1985a).

Los abscesos, gue Se encuentran rodeades por una gruesa cap-

zusa da =ajido conjuntive, aumentan progresivamente de tamafo v
varminan ker fistulizar en ogasiones por més de un puntg,
1.berando un contenido purulento de consistencia espesa ¥y coleor
cerdosc. Las lesiones son muy ¢rénicas ¥ precisan de muche tiempo
para su completa regresion. Dekido a las caracteristicas de las
legsiones, al tratamiento de la enfermedad es muy dificil y solo
-apria recurrir a la intervencion guirurgica, a pesar de sus
rportantes Limitacisnes (De la Fuente y Sudrez, 19857 DRe 1la

fuente % al., Le63a),

Segun De la Fuente et al, (14983a) la lesion macreoscopica,
.ndependientemente de su localizaclidn, se caracteriza por la
nresenc:a de un ganglio hipertréfico al que se encuentra adosads
a0 afscesc farmande todo una unidad. Tl grade de infartacien
FANGLLINAYX, el Tarans de la capsula ¥y el del acsceso dependerian
L@ L2 antiguedad del proceso. Asipisne, indican gue la lesion
sendria un erigen ganglicnar, pues en lesiones recientes
sogervaron pequencs focos purulentos en el interior de lps
sangLLos Linfitices de les gue se aislaka el agente etioldgico
e 2373 erniertadad {De la Fuente vy Suwires, 1985}
gitargnte observarcn una desorganizacién de lcos
sides, en 105 gue La estructura medular y capsular
b2 7idc zZenjuntive Ze la capsuia
ua esgn un telidc de degranulacién rico en
negvascs, nacrcfages vy, en su cara interna,
ag IGnAas negriticas, se observan eosingfilcos.
ALFLNQE 3508 comprueban la existencia de celulas gigantes
= Langnans ¥+ Bn 1cs Ccagocs avanzadces, abundantes calcificacio-
5 trcficas en el senc del foce ya necrosado. En muchas de
o ".asi:nes estudiadas comprobarcn la existencia de unas
srmacicnes nodulares que se correspondian cen la imagen propia
de .73 granulemas botricpicoticos. Del mismo medo, en los cascs
muy avanzados observaren upa esclerosis ganglionar progresiva {he

ta Fuente y Sudraez, 1985: De la Fuente et al., 1985a).
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En los brotes estudiados por este grupo la prevalencis de
la enfermedad en los animales jovenes hasta los cinco o seis
neses de edad oscilaba entre un 13 y un B0 por ciento. Estas
prevalencias tan altas ocasionan importantes pérdidas econdmicas
derivadas, sobre todo, del acusado retraso en e) crecimiento que
sufren los animales afectados, A ello habria que afadir los
decomisos realizadosz en mpatadero, que pueden afectay a cuartos
o 2 animales enteros en fumcion de la localizacidn de los
abscesos (Da la Fuente y Sudrez, 1985; De la Fuente et al..,
1585a).

De la Fuente gt al, sugieren que la enfermedad de los
abscesos habia sido con frecuencia errdneamente diagnosticada en
Espafa cono linfadenitis caseosa y describen los aspectos mds
importantes a considerar en el diagnostico diferencial de ambos
procesos, Desde &) punto de vista clinico nc existen diferencias
importantes, pues ampos procesos son cronices y se caracterizan
por la presencia de azhscesos purulentos en uno o varios ganglios
linfdticos, No obstante, en la linfadenitis caseosa los absceses
pueden localizarse, ademids de en los ganglios linfdticos
superficiales, en ganglios internes (fundamentalmente en los
mediastinices) y em las visceras (schre todo sn el pulmén). Zn
1z enfermedad de los absceses se localizarian exclusivamernte en
los ganglios linfaticos superficiales. Epidemicloégicamente se
diferencian en la edad de los animales afectados: la linfadenitis
czsecsa se presentd en animales de todas las edades, siendo
frecuente en los adultos, mientras gue la enfermedad de les
abscesos se diagnostica casi exclusivamente en animalss jcvenes,
nasta los cuatro o cineo meses de edad, y 4u presencia en adultes
pusde calificarse de excepcionzl {Des la Fuents &% azl., 1983b).

Istos nismos investigadores Iinocularen el nicrcerganisne
iglado de los casos de enfermedad en distintos animalss de
v

a
experimentacidn asi como en ovines, La kacveria no afectaka ni’

a log ratenes ni a les cobayas, independientenente de la via de
inoculacidén enpleada. Los conedos incculades per via intranus-
cular e intravenosa tampoco manifestaron reaccidn alguna ¥y sélo
uno de cuwatro conejos inoculados por via subcutdnea desarrolld
una papula en e) punto de inoculaciodn que persigtié hasta las 72
heras postinoculacién (De la Fuante y Sudresz, 1985),

Eas incculaciones experimentales en seis ovines (dos
corderes de un mes de adad, dos animales jdvenes de cuatro meses
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y dos ovejas adultas de mas de tres afos) por via subcutdnea e
intramuscular dieron como resultado general la formacion de
abscescs en los puntos de inoculacioén y la infartacién més o
menes intensa de los ganglios linfatjicos regionales. Ademds, en
la necropsia realizada a los dos meses y medic de la ineculaciodn
5 de los animales presentaban abscesos distantes de los puntos
de inoculacio¢n. En cuanto a la afeccidn de los ganglios regiona-
les hay gue destacar gue en la oveja da mds de tres ahos de edad
inoculada por via subcutdnea encontraron un abscese en el ganglio
cervical superficial, que se correspondia perfectamente con la
lesién caracteristica de la enfermedad natural (De la Fuente y
Sudrez, 1985).

La respuesta a la incculacion intramuscular fue andloga en
los tres animales inoculades: formacidn de abscesos entre lcs
misculos de la pierna, en la proximidad del ganglio popliteo vy
presencia de abscesos en el techo de la pelvis relaclionades con
los gangiics sacrales (De la Fuente y Sudrez, 1985).

De la Fuente et al. {(1%8%a) consideran mids apropiada la
denominacién de enfermedad dea los abscesos, utilizada pioneramen-
te por Aynaud en los anos Vveinte, gque la de "enfernedad de
Morel", introducida por Shirlaw y Ashford {1962) y posteriormente
empleada por otres autores, ya gue fueron Aynaud y Carré guienes
primero contribuyeron al ceonocimiento de la enfermedad,

Con respecto a la caracterizacidn y clasificacion del agente
eticlogico, estos autoras comprobaron, en primer lugar, gque la
bacteria crecia blen sobre medios sélidos suplementados con
sanhgre, suero o yema de huevo siempre gue la incubacidn se
realizara en microaercbicsis o anaercbiosis pero no en aerobic-
sis. as cepas aisladas eran cocos Gram positives, catalasa
negativos y bencidina negativos, esto es, carecian de la cadena
aercbica de citocromos. Ademds comprobaron que la coagulasa, la
"DNA-sa" termoestable, la hialurcnidasa y 1a produccicén de
hemclisinas eran positivas, en tanto que el "clumping factor" y
la preduccidén de acetoina eran negativas. Todas las cepas que
aislaren eran senaibles a la lisostafina (CMI inferior a 12,5
ug/ml} y resistentes a la lisozima (CMI superior a 1.000 ug/ml}.
Todas estas caracteristicas, junto con el estudio de la composi-
cidén de  aminodclidos de la pared celular, indujeron a los
investigadores a clasjificar el microorganismo come S. aureus
"deficiente respiratorio! por carecer de catalasa y citocromos,
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tabla I.l. Caracteristicas diferenciales entre §. aureus subsp.
y §. aureus {(de la Fuente et 2)., 1985¢c).

Caracteristica 8. aureus 8. Aureus ssp.
anaecobivs
catalasa + -
crecimianto asrdblco + dd -

Coagulasa + +
clumping factoer + -
Tarmonuclaasa + +
Hemdélisis + +
rarmentacidn del manitol + -
Bialuronidasa + +
voges Proskauer + -
Reduccién de nitratos + -
HEldrdlisis de¢ Tween 4890 v -
Produocidn da pigmento + -
Fosfatasa + +
Halteosa + +
Galactosa * -
Manosa + -
Trabalesa * -

*1 P0% de Ll £epes won posltivar; +: POK de Lan eesas ton nesatTvas: vi el 11 al 39K de 1as cepm sen
positivan; u: oebil,
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pero siguen siendo catalasa negativos. Come centrecl snmplearon la
cepa tipo de 3. aureus ATCC 12.600,

En su estudio sobre el metabeolismo de las porfirinas,
precursores de la sintesis del grupo hemo, comprobaron gue esta
subespecie de estafilococe acumulaba ceproporfirina en el medie
¥ uroperfirina en el interier de las células en cantidades oche
vecss superior a las acumuladas por la cepa tipo de 5. aureus
zrecida en idénticas condiciones anaerodbicas. Ninguna de las
cepas empleadas acumulaban protoporfirina. Ademas, las celulas
de §. aureus subsp. anaerobius acumulaban un pigmente de color
vigleta con intensa Elucrescencia bajo la luz ultraviclets, gue
no aparecia en la cepa patrén. Por degradacidén con el dcide
crémico comprobaren que tenia estructura pirrélica y por tanto
derivaba del metapclismo de las porfirinas, Segun esto$ autores,
ambos heches indican una alceracion en el metapolismo de las
porfirinas, si rien po pudiercon establecer con seguridad si la
alteracién era primaria o secundaria, es decir, consecuencia de
2laguna otra :Je la Fuente at al., 19B6}.

Un aiic 725 tarde comprobaron gue estes mutantes aerotsleran-
tes de Staphviococcus aureus subsp. gnasrcbius sintetizaban
vitocrenes, 1o gue demcstraka gue eran capaces de sintetizar
hemina, Ll modelo de citocromos era cualitativamente similar al
de Sraphvlococcus aursusg, pero probaron que sole sintetizaban a-

roximadanmente un I5% de lecs citporomos encontrados en la cepa
:cnhrol. Fora cantidad ne se veia incrementada cuande el medio
Se suplementasa con hehina, lo que indicaba uns sintesis limitada
de los apoenzimas (De le Fuente gt z2l., 1987a).

Asimisme, la composicien de los etrcs copstituyentes de la
=

—adena vrsstirzateria  aardbica, las menacuinenas (MK), era
cualltativemente apndleoga en los mutantes aerotclerantes y en la
zepa tips de

nt

5. aureus: con menaquinonas de ocho unidades de
principal componente, niveles importantes de MK-"
Y pequefas cantidades ds ¥MK-6 y MK-9. Paro, cuantitativamente,
lecs nutantes poselan s61o un 30% de las menaguinonas encontradas
en la cepa patrdn. Estos investigadores concluyeron gue existia
una buena cerrelacidn entre la deficiencia de loz componentes da
la cadena respiratoria aerdbica, cifrada entre una tercera y una
cuarta parte de los de '§. aureus, que podria deberse a la
existencia de un mecanismo comun en la regulacisén de la sintesis
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mas y nenaquinonas en log estafilococos (De la Fuente
87a).

citocre
19

al-.

=

Fara finalizar con el estudic de esta subespecie de §.
aureus. investigaron l1a composicidn de dcidos grases en compara-
cion coh la cepa tipo de S. gureus ATCC 12.600, no observando
diferancias cualitativas inmportantes entre las dos bacterias. Por
1o tants, segun De la Fuente gt al., la composicidén de dcides
gdrasos no presenta ventajas sobre g¢rros caracieres fenctlpicos
para la diferenciacién taxonorica de estas bacterias (De 1la

Fuente et al., 1%87k).

1.2, FAGOCITOSIS.

La fagocitncsis es une de lcs nmecanismes defensivas mas
importartes del c¢rganismo frente 3 los agentes patogenscs, ya que
ne s4lo actua indiscriminadamente ante ¢ualguier sustancia
extrafia, sino gue tambildn <oopera de una feorma eficaz en el
rrocesado ¥ la presanhtacion de los antigencs a l2s linfocitos T,
siendoc por tants esancial su cooperacion en el desarrollo de la
raspuaesta inpune especifica.

I.2.1. CELULAS COM ACTIVIDAD FARGOCITICA,

Las zalulas fagociticas "“prefesiconales” por excelencia son
-T3 leucocitas, gue puaden clasificarse en dos grandes grupos
denominades sistena mcnonuclear fagocitics ¥ sistena polimerfonu-
slear fagocoitaric,

I.2.1.). sistemna mononuclear fagociktico.

luve izs pmonecitcs de sangre circulante, ase
inmeviles, tankien Llarades histiccis

Los monocitos representan uma fase en la maduracicn de la
zeiula pononuclear fagocitaria originada en la nmsdula dsea. Esta
celula pasa a la sanure donde permanece entre ocho y diez horas.
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pamads owand representan aproXicadanente el
lguontitod presentes €N Sangle circulanee

Uhi veR el 198 MOnGcites depaparecan de sangre cirsulapte
o mal @Limanados dal crganishd oomo celulas muertas o dahadag
4 panetran an  ins tejidos donde se transforman ep
wacgntAges ¢ pueden alnaniar una vida media de varios neses 3
ated. Bu denpmibasion estd en funcion del tejide en gue s
Caraligan, fuatda Lo nonooitos penet¥an en los telides sufrep
L omatancriesis paranterizada por un rapido aunento de suU tamafo
noompadada de un inPTepento en la sintesis proteica y en el
samtpaldo | osusemacs (Barvet, 1983).

Les macrsfages son las celulas fagociticas »4s activas y
g aampadan wra T.neadn impressindible en al procwada Yy Presen-
capoins G o antigendd a los linfocites T.

£.3.1.2. Sistema polimorfonuciear fagocitario.
IE%E 3.ETeMns  Lneluve tres  tipes celulares denominados

w5, wasofl.es v newtrsfilise segun v afinidad por los
ST AT Az0, REBLSSH O PO ningund de ellos respectivanen-

e P
Sk r adBaleaeaids

Fu o Titop.aRma Spnt.ene granulos acidelilos v representan
RAGRNENTE @L B% 0 U-10%) de L08 leasICiTes Frasentes en
BALFTR LiXTundnta el ganade wviro (Jain, 1$86). Los granules
LT L2 e angn fustatapa agida, persxidasa. nistanina,
ARBAL riBSMed,adsd, dedsxiribonus.easa y proteinasa.
Trgoainica 83 mehd pener fue 13 de los neutrofiles
EERS S SHN T T

bepzesentan aprrzimddanente el 0,53 (0-31) de las calulas
Za iz aerie blampea enm sangre circulante de Los ovinos {Jain,
#BEE . BE GALURIASHL CUMtiene umes granulos con afinidad por los
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lorantes basicos. La membrana de estos grdnules es muy fina,
tal forma que Cuando se produce la granulelisis tiene lugar
liberacion a sangre circulante y a los tejides adyacentes de
potente anticoagulante come es la heparina y de un active
gpdilatador como es la histamina, por lo que estarian rela-
onados con la hipersensibilidad nmediada per las inmunoglobu-
nas de tipe E (IgE} (Roitt g% al., 1985: Barret, 1988).

I.2.1.2.3. He [-F-1

Supenen alrededor del 30% (10-50%) de los leucocitos del
nado ovino en sangre circulante (Jain, 1986). Son células de
da media corta. En sangre circulante oscila entre seis y siete
ras y alguncs dias en los tejidoes (Douglas, 1%83). 5u nucleo
td4 constizuido por dos a cinco lobulaciones conectadas por
4ie de unos filamantos muy finos.

Cuando se tiflen los neutréfilos, su c¢itoplasma presenta una
lcracidn gris-rosacea palida con unas finas granulaciones
fusas. En las célylas maduras puedan diferenciarse tres tipos

granulos citoplasmaticos:

%) primarics, azurdfileos o percxidasa positives, 5on
wiakles en su forma v vamafo dependiendo de la especie animal.
contenido incluye sustancias microkicidas como la mieloperoxi-
2a ¥ la lisczima, enzimas digestives del tipo hidrolasas acidas
Trcoteasas neutras Goldstein, 1983), proteinas catidnicas y
ras enzimas liscsomices (Bertram, 1983),

t) secundariocs, especificos o perowidasa negatives. Scn
£ pequefics y plesnerrficos que los antericres y contlenen facto-
iorcbianca vy enzimas micrebicidas del tipe lisczirma
- Lanvcferrina vy frsfatasa alcalina (Bertram,

c) Un tercer grupc sin denominacién espegcifica. La

ferenciaclisn entre 1os grdanules no es siempre neta y parece
istir una tercera poblacién gue ya ha sido descrita en
limorfenucleares neutréfilos (PMMN) de hombre (Beard y Novikeft,
68), conejo (Spincer y Hardin, 1969), hévide, capride y ovido
aggiolini et al., 1985}, agquide (Bertram y Coignoul, 1982} y
rro (0'Donnell vy Andersen, 1%82), En ¢l ganado vacuno se ha
nostrado la presancia de este tercer tipo de granulos cente-
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niendo dos proteinas: una de elevado peso molecular gue seria nas
sfectiva frepte a las bacterias Gram negativas y otra de baje
peso melecular que seria mas efectiva frente a los micreorga-
nismos Gram pgsitivos. Ademas de este potente mecanisme oxigens
independiente estos granulos contendrian lactoferrina pero
carecerian de peroxidasa, hidreolasas lisosomicas y metaloprotea-
sas (Genharo et al. 1983a; 1983b).

En 12 membrana celular de los PMN se localizan 10s recepta-
res para la fraceidn cristalizable (Fe) de las inmunoglobulinas
y para el compenente C3b dal complemente activado, Estos recepte-
res son de gran importancia en los fendmencs Ge cpsonizacion cone

se expondrd mas adelante (Berken y Benacerraf, 1966: Leijh gt
al.. 1986).

Los newtrdfilos desempefan un papel muy importante en i
respuesta inmune durante la infeccidn depide a su capacidad de
nigrar al foco inflamaterie, de fagocitar, digerir y destruir las
bacterias por la accieén de productos téxices derivades del

oxigeno y de liberar el contenide lisosémico de los grdanulcs
citoplasmaticos.

1.2,2. MECANISKOS DE FAGUCITOSIS Y DIGESTION INTRACELULAR.

Para una nmejer comprensién del procesc, la ingesticon ¥
destruceidn de las c¢élulas vivas por celulas con capacidad
fagocitica puede dividirse en las siguientes fases: gquimicuaxis
9 atraccién, uniém u opsonizacicp, ingestisn o fagocitcEls
propianente dicha, destruccién intracelular y digestisn.

I.2.2.1, Quimictaxis,

1 primer. paso en el astudio de la fageocitesls &5 conccer
OnC Tontactan la celula fagocitica v la particula extrafa, Esta
reguiere escasas aclaraciones si el agente patogenc penetra
per via sanguinea, pues &) ¢ontacto con ics PMN serila inmediatc.
De la misma forma, como la sangre irriga los érganos interncs,
los macréfagos fijados en los mismos tienen la oportunidad da
contactar con estas particulas y fagocitarlas rapidamente.

Por otra parte, las células con capacidad fagecitica van a
orientar sus povinmientos hacla el foco de la infeccién baje la
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influencia de gradientes quimicos externos, fendmeno que se
denemina quimiotaxis. De esta forma, los fagocitos se polarizan
¥ migran hacia la concentracion mas alta de la sustancia qua los
atrae, la cual recibe el nombre genérico de leucotaxina o
quimiotaxina.

Una de estas quimiotaxinas es la generada por el sistema de
complemento como resultado de la combinacidn de los antigenos con
ciertes isotipos de IgG o IgM, las cuales activarian diche
sistema. La molécula quimiotActica seria la fraccién CS5a, gque
ejerce su accién schre los macroéfagos, los eosindfiles, los
bas6filos y los neutréfilos. (Jensen gt al., 1969 Snyderman et
al., 198%;: 1970).

Otras quimiotaxinas relevantes son las linfooguinas gqui-
miotdcticas (Cohen gt al., 1979; Snyderman et al., 1972}, leos
factores gquimiotacticos producidos por los PMN (Spillberg et al..
1¢76), los factores contenidos en los mastocitos (Geetzl ¢
Zusten, 1575; Wasserman et gl., 1977} vy los productos derivados
del metabolismo del &cide araquidénico, de los cuwales el mas
petente es el leucotriene B, (Ford-Hutchinson et al., 1980;
Gpetzl y Pickett, 1980:; Palmer gf al., 1980).

Asimismo, se han sefaladc numerosos productos bacterianes
come factores gquimiotacticos ¥ todos ellos tienen como estructura
comin la secuencia de aminodcidos compuesta per formil-metionina-
leucina-fenilalanina (Schiffmann et al., 1975}, Los neutrofilos
tienen receptores de superficie para asta secuencia y pueden
rasponfer duimictacticamente a los polipéptidos sintéticos
compuestcs por formil-metienina~leucina-fenilalanina. $e han
hallado receptores para dicha secuencia en los PMN del homkre
(Aswanikumar gt al., 1877}, del caballo (Snyderman y Pike, 1980},
de la rata (Marasco et al., 1983) y del cobayo (Snyderman Yy
Fudman, 1980}, pero no del cerde (E1l Awar et a)., 12920).

I.2.2.2. Opsenizacién.

La opsonizacicn es el proceso por el cual las bacterias u
ctras particulas rsaccionan c¢on clertes facteres del suero
denominados opsoninas, las cuales pueden actuar después como
enlaces entre los agentes patdgenos opsonizados y 1os receptores
especificos localizados en la superficie de los fagocitos
(Griffin, 1977; Guckian et al., 1978; Leiih gt al., 19856).
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rsimismo, las opsoninas reducen la repulsidn de cargas entre las
bacterias y los neutréfilos (Goldstein, 1983). El fendmeno de la
opsonizacicn puede ocurrir por la actuacion de inmunoglobulinas
o de facteres del complemente activade (Absolom, 1986b).

1.2.2,2.1. Opsonizagion por inmupoglobulinas. Las opsoninas
miés potentes son las subclases de inmunoglobulinas G del tipo
IgGl e IgG3, que se unen especificamente a los antigenos por su
traccion Fakb y exponen al exterlor su fraccion cristalizable o
Fc. De esta forma los complejos antigeno-anticuerpo son Fijados
por los receptores para la fraccién cristalizable de las
inmunoglobulinas presentes en la membrana de los macréfagos,
neutréfilos y eosinéfiles (Guidry et al., 1980; Barret, 1988}.
Otros autores consideran gue las IgM son también anticuerpos
citofilices por io gue tamblen tendrian esta capacidad cpsonizan-
te {Griffin et al., 1975; Guidry et al., 1980; Absolom, 1986b:
Leijh gt al., 1986; Barret, 1%88).

1,2,2.2.2, Opsonizacién pox factores del complemento. EN
este caso la opsonizacién se produce previa activacien del
complemente por la unién al antigenc de las Iggl, IgGé2, IgGél ¢
Igh {via c¢lasica) o por la activacion del mismo por la wvia
alternativa. Una vez activado el complemente se libera al medic
el factor C3b que se depesita directamente sobre L0S antigenos
o sobre los complejos antigenc-IgM. Los nueves cemplejes fernados
{antigeno=C3h o© antigenc-IgM-C3b) serian atraides per los
receptieres para C3b presentas en ta nembrana de los macrdfagos
¥ neutrsfiles {6riffin ey a)., 1975; Roitt et al., 1%885; Lelih
ey al., 18B€: Barraw, Legs:y,

En el suers tamkcien pueden existir ctras sustancias coh
capacidad opsonizante eomec la fibrcnectina (Barret, 1685 vy 1
a,-macroglobulina (Absolom, 1936k).

I.2,2,3., Ingestién,

la ingestién o fagocitosis propiamente dicha &s el mecanismo
por ¢l que 1a bacteria pasa al interior del fagocito mediante la
fermacién de pseudépodos gue la engloban. Este englcokbamiento se
realiza de una forma progresiva y cireular hasta consecuir la
fusién de los extremes distales de los pseudcpodos cen  1la

subsiquiente formacicn del fagosoma que, con la ayuda del sistema -
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de microtubules, se aleja de la superficie celular hacia el
interior (Drutz y Mills, 1983; Leijh et al., 1986).

I.2.2,4. Destruccidn intracelular o actividad microbicida.

La ingestién de las bacterias culmina con la fusion del
fagosoma con los lisosomas presentes en el citoplasma de las
células fagociticas, dando lugar a la formacién del fagolisosoma.
la destruccién de los microorganismos sensibles esta intimamente
asociada al procesc de degranulacion, es decir, a la liberacion
del contenido de los granulos en el intericr del fagosoma, paso
previo necesario para gue tenga lugar la sigulente fase de la
digestién (Bainten, 1973).

En general, la actividad antimicrobiana eficaz depende
principalmente del sistema citotdxice oxigeno dependiente y de
la coexistencia del sistema microbicida oxigeno independiente.

I.2,2.4.1, Sistema citotdxico oxigeno dependiente.

Los heutréfilaos no activados empiean la glucolisis anaerdbi-
ca come principal fuente de produccidn de energia, por lao que
ctransforman la glucesa en acide lactico sin consume de cxigenc.

Durante la ingestisn de particulas y después de la misma se
incrementa el consume de oxigeno, produciéndovse un cambio en la
ruta metabolica de la glucosa hacia la via hexosa monofosfato con
el consiguiente incremento en la produccién energética (Root ¥y
Stossel, 1974; Babior, 1978). Estos camkics se producen por l&
exposiciéen de las células cen actividad fagocitica a f{actocres
involucrados en procesos inflamatorios tales como los micrecr-
ganismos opscnizades, el fragmente ¢Sa del complementc, el leucc-
trienc B, (producidec por los fagocitos estimulades) y lcs
cligepéptidos de crigen kbacteriano entre ctros (Baklor, 12&8+..

La activacisn de esta via metabélica tiene lugar uncs
sequndos después de ia estimulacién y se caracteriza por un
incremente brusce del consume de oxigeno y por la producciodn de
lon superoxide (0"}, de perdxido de hidrogene (H;0,), de radica-
les hidroxileo (OK') y de otros compuestos, todos ellos altamente
reactivos (Klebanoff, 1982; Karnovsky y Badwey, 19286).
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o]
H0, + €' ———> H,0 + 0CI°

La formacidn de hipoclorito por el sistema mieloperoxidasa
podria gonducir a la formaclén de cloraminas gue oxidarian los
grupos sulfhidrilo de algunas bacterias destruyéndolas (Thomas
y Aune, 1978; Thomas, 1979}. Tambiéen pueden intervenir otros
iones haluros como €1 I' o el Br' (Beaman y Beaman, 1984).

otra de las formas toxicas del oxigeno se producliria en el
interior de los neutréfilos al reaccionmar el perdxido de
hidrogeno con radicales superoxido en presencia de hlerro, dando
lugar a oXigeno molacular(o,), iones hidroxilo (OH) ¥ radicales
hidroxilo (+0H) segun la reaccidn siguiente (Tauber y Babior,
1977; Rosen y Klebanoff, 1979}:

*0; + H0, ———> 0, + OH + *OH

Fl radical hidroxilo es el agente oxidante mds potante
producido por un sistema bioldgica.

La formacion de productes tédxicos formados por el sistema
citotoxicoe oxigeno dependiente se resumen en el diagrama I.1.

1.2.2.4.2. Sistema citotoxico oxigeno independiente:

La acumulaclion de dcido lictico y el descenso del pH hasta
valoresa préximes a 4,5 en el interior del fagosoma crean unas
condiciones bacteriostdticas, cuando no bactericidas (Drutz y
Mills, 1983: styrt y Klempner, 1985: Barret, 1988).

El resto de las sustancias bactericidas de)l sistema
citotéxico oxigene independiente que han sido identificadas hasta
ahora parecen preexistir en el fagocite antes de que se inicie
el fanomeno de fagocitosis, ya que la mayoria de estas sustancias
son proteinas (Elsbach y Weiss, 1981}. Las principales proteinas
de este sistema cltotdxico aisladas de los granulos citoplasmi-
ticos de los neutrétilos son las siguientes:

. a) Proteinas gatidnicas, aisladas como un coaplejo de
proteinas predentes en Jos monocitos y granulocitos. Las
proteinas de elevado peso molecular inhiben la multiplicacion e
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incrementan la permeabilidad de la membrana de Escherichia goli,
Saiponella typbvpuriup v Pssudomonas aguriginesa pero no afectan
a la mayoria de las bacterias Gram positivas. Por el centrario,
las de bajo peso molecular inhiben la multiplicacién de los
estafilococos. Probablemente estas proteinas sean més activas
cuande actuan conjuntamente c¢on otros mecanismos antimicrobianos

(Beaaman y Beamah, 1984).

b} La lagtoferripa, 9licoproteina presente en los
grinulos secundaries y gue compite con las bacterias por el hie-
rre {Wright, 1982; Beaman y Beaman, 1984).

c} La lisozima, presente tanto en los granmulos prima-
rics como en los secundarios y que actua sobre la unidn glucosi-
dica p-1-4 entre el acido N-acetilmuradmico y la N-acetilglucosa-
mina del peptidogiicano de la pared celular de las pacterias.
la accion bactericida de la lisoczima por si sola no esta may
clara y se piensa mas bien gue podria actuar sobre bacterias
debilitadas previamente por otros mecahismos, Este ultimo seria
el caso del Staphvliccoccus aureus, que es mas sensible a la
accion cenjunta de la liseczima y las proteinas neutras gdespues
del tratamiento con penicilina {Beaman y Beaman, 1984).

I.2.2.5, Digestidn celular.

las sustapcias extyafas no viables son répidamente digeridas
dentro del fagolisosoma mientras gue los microorganismes son
digaridos después de su muerte por la exposicidén a las formas
téxicas del cxigeno ¥y a la accion del sistema citotoxico cxigeno
independiente. Un gran numero de microorganismes vivos son
resistentes a las enzimas lisosémicas y, sélo cuando estan
TUertcs, son senhsibles a elias (Barret, 1988).

‘Les granuleos liscseéricos contienen un gran numsro de enzimas
hidrecliticas activas frente a proteinas, polisacaridos, dcidos
nucléicos, lipidos y otros biopolimercs. Entre estas enzimas
podemos destacar las siguientes: A-acetilglucosamina hidrolasa,
fosfatasa &cida, ribonuclieasa 4cida y desoxirribenucleasa,
arilsulfatasa, catepsina, colagenasa, citocromo ¢ reductasa,
elastasa, esterasa, f-galactosidasa, a-glucosidasa, A-glucoro-
nidasa, pialureonidasa, lipasa, lisozima, a-manosidasa y naura-
minidasa. Mientras estas enzimas estédn digiriends el contanide
de les fagolisosomas, las células con actividad fagocitaria
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I.2.3. MECANIOMOG DEFENSIVOS DE LOS MICRCORGANISHOS FRENTE
A& LA MOCIOYW DR LAS CELULAS CON ACTIVIDAD FAGOCITARIA.

Uma el Jue L0%  Agentes patdgencd superan las rarreras
el y las ReRnbvanas nuccoaz se
wividad fagocitica, desmencades
U3 anterisrmente. A sy vaz
LB RATEBETRATLEESS fi5 tapAaves de degarrollar una gran variedag
18 mechnigmod Sefers.ven para evitar ser destruldes por leog

SigicAN AaL oTZAnisee oono la Bl
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~apdosa Togcs .08 perinispos dossr
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g

S agmd AT 26

Fareze se2emaARle panzar fde La virslencla de .as bactarias
aras  padria estay influercimda por sy <apacidad para
wer iy eni.nay eapac.ficas capaces de desTruir & neutralizar
ron el detaboliswe oxidativeo de los neutroefilos. zales
zatalaza, perexidass y S00. La funcicn de @stag enzinag
2a de catalizar s ruptura de  las BusTAnCias toxicas
SRSATASAS para asl sriglnar produstss finales Mencs towioss
Fasnwan y Deaman. (84

Tan eETd Bipoiesis, .as crerias capaves de gintaetiz
F #7TLTAE Sabariar Sar 4% I2siFTenNtes A La Jdestruco.iun p
] PR FATH L0 WLBETT 46 gue 1as Salterlas son destiruidas en
savay 5 meay wedida por Loe neutrofilcs independientemente de
#5728 &trimat. POr .0 tartd, aun no asta clars
TTETLAA pATIZENAY yue & st destruidas por los
B @VAARE 3@ efert:s Letales de los praoductos
Flam por el Re¥assligas fxidative (Beanan vy Heawan. L3845,

2
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TECANLOBNF AwiBATEVES, ¥, PO WLra .ado,. La cantidad, al tipo y
«& boealigasidn de la 520 pradusida. Fata enzima cataliza la
Liematation del amior gupersxids a ja fzrmacisn del mas toxise
W1 perdmide de Didrogens. Fate ultimc compuesto, sclc 2 oen
renirasien oom la nieloperexidasa y los cempuestes halures, es
airsaanie miorsbicida, per 1o gque la E0D no podria ser el unice
BEEADLEBY poT @l fue e evade da la destruccion. Asi pues, la
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catalasa gue descompone el peréxido de hidrégeno en agua y
cxigenc molecular podria desempefiar un papel c<entral en la
rasistencia de los microorganismos a los productos metabcélices
jerivados del oxigeno (Filice gt al., 1980; Beaman gt al., 1983).

Beaman at al. sugieren que los elevados niveles de catalasa
en el citoplasma de esta especie de nccardia en combinacion con
una 50D secretada y otra asociada a la superficie celular
desempefarian un papel fundamental en la resistencia de esta
ricrecrganismo a la actividad microbicida de los PMN vy, por
tanto, en la virulencia de esta especie de Nocardia (Filice gt
al., 1%80; Beaman gt al., 1583}.

Jacket gt a}. estudiaron la virulencia de mutantes de
Meesbacterjum tuberculosis en cobayoes. En general, los microor-
zanismss gue carecian de catalasa fueron mas sensibles a la
destruccicn por el peroxide de hidrogeno y mencs virulentos cue
aguellcs gue contenian gran cCantidad de catalasa. Sin embargo,
estos MISmOs autores encontraron también cepas gue, aun carecien-
dc de actividad catalasa, eran resistentes al perdxido de
nidrégeno y se mostraban virulentas (Jacket gt al., 1978).

e todos e5t0S estudlos puede desprendasrse que la resisten-
ria de las micohacterias y las nocardias a les productos tdxicos
ierivades del cxigeno durante la fagocitosis podria radicar en
:wna ccmbinacidén interactuada entre una SOD extracelulayr, otra SOD
asociada a la superficie v una aelevada cartidad de catalasa
irtracelular (Filice et al., 19%8C: Beaman et al., 1983; Beaman
4 Bearan, 1984).

vardell demostro gque en StaphyiogOcius aureus existe tanmblen
una correlacidn entre su virvlencia relativa para el ratén vy la
zartidasd de catalasa producida,. Una elevada sintesis de catalasa
estaria relacicnada con una elevada virulencia, mientras que una
rroduccisn escasa estaria relaciznada con cepas avirulentas
i¥anafani y MartTin, 19E85; Mandell, 157%). Nc obstante, ambas
cepas, virulentas @ ne, fueron destruidas per FMN humanos en
estudjos realizades jp witro, aungue hay gue destacar que las
cepas virulentas © con maycry produccion de catalasa fuercn mis
resistentes gque los mutantes con escasa produccion de catalasa
oktenidos con rifampicina, Este mismo autor no encontrd correla-
cién entre ekl contenido de SOD y la virulencia de los estafile-

cocos (Mandell, 1975},
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En los microorganismes anasrcbios la mayor o menor resis-
tencia a los productos téxicos derivados del oxigene estad
directamente relacionads con la cantidad de S0P gque son capaces
da sintetizar (Beaman y Beaman, 1984).

Ademis de estos mecanlsmos defensivos de tipo enzimdtice,
existen otros no enzimdticos, como la presencia de capsula. Las
bacterias capsuladas son muy hidréfilas, por lo gue en soluciones
acuosas son mads resisteptes a la ingestlon por células fagociti-
cas., En soluciones gue contienen proteinas plasmiticas los
anticusrpos frente a estas bacterias y la fraccion Cib del
complemento son capaces de unirse a estos microorganismos debido
a su capacidad para atravesar las sustanclas capsulares. Perc
emta cubierta externa impide la unién de la fraccidén Fc de las
IgG o de la fraccion C3b del sistema de complemento a sus
receptores situados en la superficie de las células con capacidad
fagocitica. Sin emhards, las proteinas capsulares, las glicopro-
teinas y los pelisacdridos son antigénices, por lo que, si enh el
Plasma existen inmunoglebulinas frente a estas sustanclas, las
bacterias, a pesar de posesr cdpsula, son facilmente fagocitadas
a través de los mecanismos de opsonizacién va explicados con
anterioridad {Peterson et al., 1678; Wilkinson et al., 1976:
Wilkinseon, 1983). Estas cédpsulas han sido descritas entre ctres
microorganismos en Straptocaccus pneumoniae, en la cepa Smith de

Stavhylocoocus aureus y en especies de estreptococes con la
pretaina M (Van Oss, 1988).

Otrc mecanismo defensivo es la proteina A presente en la
cared celular de los estcafilococes. Esta proteina se une
inespecificamente a la fraccidn cristalizable de las inmunoglobu-
linas de tipo G, exponiende haciaz el exterior la fraccisn Fab,
¥ no ia Fc (Van Oss et al., 1972},

La lisis de las células con actividad fagocitica es ctro de
les mecanismas defensives de leos microorganismos. Algunas
especles del género Streptococeus scn capaces de destruir los
fagocitos lisando los granulos citoplasmaticos por la accién de
las estreptolisinas 5 y O (Davis &t al., 1980). La leucocidina
estafilococica es una exotoxina con actividad citotoxica
egpecifica para los leucocitos (Loeffler et al., 1988). Las
hemolisinas @« y B producidas por algunas especies de estafilo-
cacos tienen un efecto citotdxico sobre los palimorfonucleares
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=eutrifilos de alguhasd egpecies anivales (Wadatrom, %330 4 del
et ]

oL rrell gt al-. i982).
1.2.4. NZUTROFILOS DI LA LUPECIE OVINA,

A respuesta oxidativa de log neuiesfilzs de la espedia
cwihA 85 muche Mad redusids que la de lo# nautrofilosa de origen
numAnG Y koving, 10 que parece indicar gue la asoien pactericida
28 Lu3 PMN de esta espec.e seria mas independiente del matasolize
ao oxldative gque depandiente de este sistema (Buchta, 1990 .

La antividad ensimatica de los neutrdfiloes de la asyec]
avina comparada con la de otrag especies anwnales gueda refietada
8 L4 takla I.2.

Hasna el menento en lows nmeutrafilos ovides alrsladon de
sangre Sirsulante ¥y 44 secrvevinn lacrtea me han deworite recepto-
g para lay Ig G2 (Hatson, 1976) pers no para ias Lg M Keriin
yoWansen, L3846 Mukkur e Irman, M98%) nl pava las Iy Gl aurgue
38 ha conprobada gue lasm g M tlanen capacidad ospsonizante
My EELD e Inman, 1939

1.2.%. METODOS DE ESTUDIO IN YITRS DEL FENOMEND DE FASOCLTO-
a1s.

Se rman descrite varios metodosm para el estudin de i
irestion de parviculas por celulas zon actividad fagositica.

tonas petodas ae Dadan en La wnoakagisn o pAITLIODLLAR Y
senrrafilics en LAE Csndiliones aproRaadas Zara favoreTey &L
NIRRT ANLTE 108 QLanantus gue JNTarviengn an la reds :

wodng e ewtudin pusden sar divestos o ondirectos

I.2.5.1, Metodenz de estudie directon:

A Perareiran.an PALIISROLIRA. GRnaraifente 5e @YALUAN §k
hipvs L o i particulas ingeridas por las Tgauwles. @ wndLsa
fagouitics, y el sumarn e Células gue contienen particuias, o
Ladire de actividad fagositica. Es un matods da fdz2i)l e)esusadn,
FRrT LA interpretacidn puade ger complivads dada la difivwitad
gue 8ntrafiz discerniy 5i la partizula tiene situafion intracalu«
jay o estd simplamente adherida a la superficie de la celula

(Arzslom, 1%B6a;).
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Tabla I.32. Astivided enziwsticas dn loas seetrotilos de sesgss cironiants ep jas di1feientos sspecics
aninales [tomads da Bertrad, I98%).
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k) Merodos de marcaie zon isotopos. El wso de particulas
{cemo bacterias, levaduras, plaquetas, particulas de latex,
inrunocenmpleljes, entre otros) marcadas con isotepos radiactives
del tipo C, BB, B, cr’, ca* o T¢¥ v la medicisn pestericr de
la radiactividad emitida por los fagocitos permite una interpre-
vacion ckjetiva de la reaccion {Absolom, 1986a).

¢) Matodews de extraccidn. Consisten en axtraer las sustan-

cias ingeridas por los fagocitos mediante disclventes adecuadcs
¥ en determinar cuantitativamente las mnmismas. Entre estas
tecnicas hay gque destacar la de Stossel que emplea aceite yojo
O parafinade previamente astabilizade ¢on una capa protaica
{Stossel, 1673).

d) Qtros petodos. Entre otros métodos cabg degtagar uno gue
mide el indice de ingestion por parte de los neutrcfilos de
pacterias vivag cpsonizadas. Esta técnica se enplea frecuenhtenen—
e con cepas de Staphvlococous aureus [Leijh gh al.. 1986).

I.2.5.2. Metodos ilndirectos:

Se fundamentan en e] aztudio de log macanriencs metabolicos
ie lcs PMN que siguen a la ingesticn de particulas, Podemes
destacar lcs gsigulentes:

a) Determinacion del consumo de gyigeng per ics neutréfilos
anpleando un electrodo de tips Clark (Abgsalom, 1326a: Metcalf g%

Ai.. 1988).

b} Estudics el melabolivmo de la Flusopa. Ccme va se ha
expuesto, la cxidacion de la glucosa via hexcsapancfosfats se
incrementa durante la estimulacion Jde la agucitzens. Este
ingrementc puede nedirse directamente utilizande Ch-i-gluccsa
szrne fuente de hidrate de carbono., EL ”'c::2 literads se Zi7a a una
selucidn de KIH y, pestaricrmente, se mide cua ..titati'.'a-'e'x*e en
un contadsr de centellec (Mickenbery g% al.., 1570r Absolowm,

c] Megigign de la guimigluminiscencia. la interaccion entre

an estinulc adecuadc y lus fagocitos da como resultade la
liberacicn de dcido araquidonico a partir de los fosfolipidos de
la membrana por la accidén de una fosfolipasa activada. La
cxidacion de este acido via lipooxigenasa da lugar a la libera-

Intredguspion

31

5300909433



http:nc:-ef.\er::::.zi
http:t:er;o;.inaci.Qn
http:par-eicu:.as
http:r:ecar:.::.s::i.os

cuen 4@ enaryua, de Tal manera gue los peactiives derivadcs gde)
srigens molecular producides par la activacisn de la NADPH
saidaza Astian como agentes oxidantes del acide araguldeniow. La
1ot emivida puade detectarse y nedirse U0 Un lumingmetro
acesuada {Abwsclom, 1%8€a).

4} Raducuien del soloranhe RASrcazdl de Senrzazolium (NAL).
1a ingestion de NAT por lcs neutrofilos proveca su transformacion
an ¥nrmazan, canpiands e una ocloracisn amarilla a un prec.pita~
i oazul csogre. La cantidad de formazan preduciic puede detaymie
ravse espestroforometricamnents daspues 48 BU aWTracclon de Log

LeuanTLton con aslventes arganicos como el disxans, Cualitaxiva-
mante, puede shservarse la presancia de formazan mediante la
ayuyda de un microscopio (Abgsgiom, 19Béa).

L.3.6. ¥ETCDOS OF %E8TUDIC DE LM ACTIVIDAD MICROBICIDA.
1.3.6.1. Metodos de evaluaclisén globkal.

Se man desarrollado difgrentes tecn.cas jJue se fundamentan
zicn en condiciches apropiadas de una sezcla de
. ~erift vivas y Suayd fresc? {(lellh g% 2k 1938,
MREeE LAtervalss de nlempe 4 procase 3 orealizar un
g: numers de Lacuerias gue nan permanecilds viakles
intraselularrente. Fn o alguniss metsdcs de afiaden
LOOB OIUe MO 2ear Sapates Je atravesar La remerana die los
Mo, fin oae dastri.r las bactar.ins gue no han siddc
2, 80 £L 08D 36 .09 eRTafillcolns. 3¢ aBLITUye 8l
pap oLaszanafina cFlelchEran gh 3.-. L3F4 Matiall b
LA wmterpretacion de (o3 rescitadcs sy resliza previa
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T.2.8.2. Metedes £e 1nvestigacién de disztintes factores
sepenificos,

2.6.2.1. Detmrminacion de i3 Agkaxizad  enaipanica
&3 ’"ﬁf‘"" L .

Una d¢ las teécnicay mds emplendas a8 la derecsicn de la
autividad rlelpperoxidama (MPO) pressente en los  granglos

]

primaricos de log nmeutrofilos, pues desempefa una funcion muy
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izportante en la actividad micreokicida de los PMM (Aksolen,
1585a), La MPO en presencia de percdxido de hidrogeno es capa:z de
cxidar alguncs sustratocs camoe la O-taluidina, dando lugar a la
formacion de sustancias coloreadas que pueden medirse espectrofo-

temetricanente (Metcal! gt al.,. 1986).

Ademdas de la MPO, puede detectarse la actividad de otras
enzimas: 530, 8-gluceoronidasa, lisczima, lactato deshldrogenasa,
glucosa=-6~fosfato-deshidrogenasa, fosfatasa acida y alcalira
entre otras (Absolem, 1986a),

1.2.6.2.2. Deserninacion de marcaderes pg spzimatices

La lactsferrina se considera un excelente marcador de la
degranulacion durante :a fagecitosis pcrgue se libera de lcs
granulcs secundarics a la mds minima perturkbacion de la meckrara
celular (Metcalf gt al., 1586). Asimismo, podria determinarse la
ccbalamina ¢ proteina fijadora de la vitamina 8., (hbsolom,
1%86a) .

i3 LR O i 0
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Je lc expuesto en la introduccion puede daducicss Jue g3
ouchs 10 gue resta por conocerse sokre la enfermedad

de los
arscesos y sobre su agente eticlegico, en especia] tziz g
referente 2 la pategenia y profilaxis. La cuestion dg 1

prefilaxis sélo podra abordarse con garantias cuando ae dig
de un concciniento nds preciso de los necanismzs implica
e} estableciriento de la infeccién en los animales.

BT
d28 en

Al <onsiderar la patogenia de la enfermedad de log abpzeans
®E mUy inTerssante tener presente, en priper lugar, laa d;fgren-

clas e; la rpatogenicidad ex%stente entre S. aukess susap.
anagrcbius ¥ las estirpes clasicas de 5. jureus. Reccrdenmss gug
. aurels subsp. anaersbius, en condiciones de ¢avpo, e Batigens

rincipalrmente para izs ovines jovenes y en nucha Tenor med da

o i
para Loz svines aduitas vy caprires (Valenti y Elalaer, (5@

los &
Je la Fuente y Suarsd, 1%E3; De Ja Tuente g3 al., 1B3%a; I;
Sansusl 2T 2., LFI%). POr contra, S, 2drgus €S una bacieria muy
ubisia ¥ patssena para muchas especies animales. En ognorats, en
lzs 5 resupo

a
nsarle principalmente de la mamitis gangrenz-
rrmatitis estafilococica v de la focliculis

-

a
locozica fun: ploderzd kenigna e 15s ofrderss Sovennsg).

a3 distinta capaciiad catogena 3¢ astas

io de i1as diferenclas en $u IOXpLsLILIn
fisiclagicas ¥ blsguim.cas. In s

ivas Tas Lmpiriantes i

. ANBEIFCUS oCON respesti a 5. aniaus S0 la Saranc

i CLIICreomes ¥ i@ Tenagulhtras,  tadeés aeLLis

sirmpcorentes de la sadjena respiratoria aercilTa, LooZue RaTe Tue

anaercpica ¢ mosroaerdfilita Je la Tuense
a ¥ &3

£, aureus subsp. apnaerckiys comparze, Sin exbarge, oIt i

ayreus la capacidad de producir una serie e TrxXinas y anilras
zue =radicicnalnente se han relacionads con la patogenizidad de
A R
lzs

estafilococes: coagulasa, "DIA-sa” termcestacie, bata-aentii-
i a, lecitinasa, proteasa, &ts. 50 debe dessar-
tarse gue, adenas de las sefaladas, otras diferencias aun por
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zanucer comdicicnen la diferente patogenicidad de estas bacte-
rias,

Un priger aspecto a considerar en la patogenia de la
enfermedad de los abscesos es la puerta de entrada de la
infeccidén. Aungue 88 han sugerido come posibles puertaz de
entrada las pequeilas heridas en la boca, los espacios linfaticos
del amnille faringeo © incluso la cicatriz umbilical (Blanco
roizedlier, 1%60), la cuastian no ha sido investigada adezuadamen-
te. Ademds, hay que tener en cuenta que an los intentosm de
reproduccion experimental de la enfermedad en ovines y caprinos
realigzados por diferentes autores sa producen abscesos facilmente
an los punctog de inoculacion empleands distintasg vias, pers con
nyoha frecuancia no se consigue reproducir la enferwedad navural,
es dacir, la formacién de abscesos on los gangliss linfaticos
supaerficiales (Aynaud, 1922, 1923, 1%28; Carre 1%23a; Benito y
sgorrel, 1887; Blanco Loizelier, 1960: Shirvriaw y Ashford, 1%62:
e la Fuente e% al.,1385a, De la Fuente y Suaraz, L9857 El
Zanaaasl, 1989).

Tna ve: Zue 3. AUNLBUS Subsp. ANRAIRBINE Peretra en el
nespedadoer, para que se establezca la infeccion y se desarrcile
.a enfeymedad es necesario que el microcrganisme supere los
nacanisnos defensivos inespasificos y especifices del hespedador.
Los poliborfonucleares neutrofilog (PMN) constituyen la primera
linen  de defensa contra la infeccién con 34 capacidad de
fagacitar y destruir los microorganismos jnvasores. Dadas las
caracheristicas de presentacion de la enfernadad, formacien ds
absseses on o8 gangliog linfaticos superficiales, el ygrade de
gficasia de este procasd primario de defensa organica podria ser
er Fran medida respohsakle de que llegue & no a praducirse La
grnfayrmedad.

Teniends en cuenta lasd consideracionas antericres., 1o
shretivos de esta teslis doctoral fueron los wlyulsntes:

IX.1, Estudio de la deficiencia respiratoria de §. aureus
subsp. agasrobius.

En primer lugar se contemple 13 hipétesis de gque la

deficiencia en catalasa de §. gyreus subsp. anasrcehius se debiera
a4 una mutacion y gue esta fuera reversible. y gue, por tanto,
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pudieran detectarse variantes catalasa positivas tras exponer a
la bacteria a agentes putdgenos.

Un segundc propésito dentro de este objetivo consistid en
investigar si la deficiencia en actividad catalasa de la bacteria
es consecuencia de que la apoenzima no se sintetiza o, si bien,
aesta es sintetizada total o payxcialmente pero no es activa.
Recordemos que la posibilidad de gque la ausencia de actividad
catalasa se deba a una alteracién en la sintesis del grupo
prosteético (hemo} estd descartada. La investigacidén de este
extremo se aborda desde el punte de vista inmunclégico.

II,2, Ccnocer la eficacia de la fagocitosis y da 1la
actividad bactericida de los PMN ovinos frente a Staphylococcus
aureus subsp. anaerobius.

En el estudio de la patogenia de la enfermedad de los
abscesos considerames prioritario investigar la eficacia de la
fagocitosis y de la actividad bactericida de los PMN avinos
frente a 8., aureus subsp. anasrobjus siempre en comparacicn con
estirpes clasicas de 8. aureus aisladas de procesos patologicos
cvines (mamitis)., En definitiva, pretendemcs comprobar si las
diferencias fisisldgicas y bioquimicas entre estas deos bacterias
se traducen en un compertaniento diferente en su interaccién con
Lcs PMN ovinos,

Asimismc, dado gque la enfermedad natural afecta fundamental-
mente a i°s ovinos jdvenes, nos planteames ipvestigar la
infiuencia de la edad de los ovinos donaderes de PMN en la
eficacia de estos procesos comparande dos grupes de donadores!
uno censtitiide por cerderos de un mes de edad y el otro por

anireles adultos de entye des vy cuatro ahcs.

IX.3, Investigar la patogenicidad de g, aureus subspb.

. ahzercbius en ovines Y caprinos reszlizando inoculaciones

experimentales,

Los aspectos bdsicos de la patogenicidad experimental de S.
aureus subsp. anaerobius en pequefios rumiantes han sido Ya
investigades por distintos autores. No obstante, atin guedan
cuestiones por resolver. Algunas de ellas se abordan en este
trabajo y se correspenden con los siguisntes objetivos concretos:
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Ir.3.1, Estudiar la via de entrada de la infacgion.

Insistamos en gque la reproduccidén experimental de 1a
enfermedad fracasa en muchas ocasiones utilizande distintas vias
"clasicas! de inoculacidn como la subcutdanea, la intramuscular...
Es probable dque estos fracasos se deban a que las vias de
inoculacion utilizadas hasta ahora no reproducen las condiciones
en las que se establece la infeccion natural.

Teniendo en cuenta el cuadro clinico de la enfermedad parece
razonable hipotetizar que la entrada de la bacteria en el
organismo se produce a partir de scoluciones de continuidad de la
piel. Para probar esta hipdtesis se ensaya una nueva forma de
infectar a leos animales consistente en impregnar con un cultiveo
de las bacterias ligeras lncisiones en la piel.

Ir.3.2. Copocer la gsensibilidad de los cabritos a la
infececidn.

Varios estudios han sepalado gue, en condiciches de campo,
los cabritoes parecen ser bastante mds resistentes a la infeccidn
por 3., aureus subsp., anaercbius gue los cordervs, Se pretende
comprobar si los resultados de lnoculaciones experimentales en
cabritos por distintas vias apoyan o no esta afirmacidn,

IT.3,3., Comparar la patogepnicidad de 5. aursus subsb.
anaerobiug y S. aureus en co os utilizande la forma ge

Paralelamente a los ensaycs realizados para investigar la
puerta de entrada de Ya infeccidn por §. auresus subsp. anaerobius
se realizarcn otros andlogos infectando las incisionpes con una
cepa de S. aureus aislada de un caso de mamitis ovina con el f£in
de comparar la patogenicidad de ambas bacterias.

II.3.4. ZInvesticar la patogenicidad de 5. aureus subsp.
anaerchius por yia iptramamaria en ovedas en lactacisn.

La patogenicidad de la bacteria por esta via no ha sido aun
estudiada, si bien, como hicimes referencia en la intreduccién,
Blanco Loizelier (1960) afirma haber aislade el microorganiswmo
reiteradamente de la mama de ovejas y Shirlaw y Ashford (1962)
encontraron granulomas intramamarios con fistulizaciones y
abscesos en dos animales.
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CEPAB ow plagmido se afiadia al medio 23 wg/mlode cloranfenis
Transtueride este Tienpy se ahfadian 1 ml del cultive a asa placa
de pOLT i vacia y esteril gue se exponia a la aceidn de lo3 rayuos
V. e 34% nm durante 1%, 30, 4%, 80, 120 y 130 pegundos.
saquldamante s roalizaban diluciones del ¢alds y se ressamtrasan
en agay BHI con o 8in cloranfenicel segun la cepa tuviers o oo
plasplida. Tras wngubarias a 37 "¢ durante 24 & 44 haras, ne
prevedia a la detesclion de mutantes catalasa poslifiveos Bedisnte
la hdiecidn de peroxids de hidrogens al 10% a 2ada una da las
colonlas cresidas. 21 aparecian colonias catalasa positivas,
230a8 fran iesediatamente resemdsradas en agar BHI o agar BHI con
Lipran Eanical para el posterior estudio de las Saracteristicas
pESRin® dp esta gubespecie e H. aukauws (De ja Fuante y Huarez
1988 De la Fuente gf 4i- 1¥4%a. 198%k, 198%¢).

IXI. 1.3, Ilmduccion de mutasienes cob Bitresoguanidina.

.Ag pacterias Jrecidas en matraces Son 340 @l da medin

durante 18 horas a 17 CC en agitacion me recuglan pOr Senuri
fufatian a 10.000 ® g durante 10 minutes y %8 rasuspendian an 10
ml de =zampsn Tris~HCL %0 mM, pH 5.9 con Hemabll-N'-nlors M-
sitrosaguanidina (9,1 agsal)y . Tras wna incubacion de 1% alnutos
a 27 *0, me vaalizaban das lavados de las 2slulan oon rappon
Tris-Mal 55 Mm, s %%, Las pacterias lavadas se raauspandian en
0 o®l dAal mismo wanghn ¥ se rasembraban a la dilnandén agpropiada
#h agax BMI con o sin cloranfaenicol. Una wez infupadasz laz placas
3T o gurante 24 a 48 peras e detertapa la presansia la
futanted cavreldsa poyirives conn se Na desarito en el aparvage
anterier.

ek

4

ITI.3. QUCRIFICACION DE LA CATALAZA DE g, augreus MCO 13.400.
ITXr.2.1. Cultivo de las bacterias.
Fara s, Jaitowe de Ko oaureds ATOR 11,400 se exp.ied el med.l

stilizado por Ruppresnt ¥y Schleifer (3137%), gquya gOoapeuliion es
la gigraienta:

[0 Y 3,0 ¢
Tet adty o€ leendurs | il ]
L TH g
AR SN D pR:
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agitacidn constante, se ahadia lentamente una mezcla de etanol
al 95% y cloroforme en la proporcisén 10:5:3 (extracto:etanol:clo~
roformo}. Tras una hora en agitacion a 4 'C se centrifugaba la
mezcla a 17.000 x g durante una hora a 4 *C. Tras la centrifuga-~
cion aparecian dos fases netamente separadas y un sadimento,
Tante la fase superior (gue contenia mayeritariamente etancl ¥
cloroformo) come 2l sedimento se descartaban y se recuperaba la
fase inferior que presentaba la actividad enzimdtica. Una vez
recogida se mantenia en congelacién a =20 *C hasta la siguiente
etapa de purificacion,

III.2.4., Técnicas de purificacién cromatografica.

1TX.2.4.1, Preparacion de las golumnas cromatograficas.

Tanto el Ultrogel ACA 34 (LKB) cowo DEAE~Sephacel (Pharma-
cia) venian en condiciones de ser utilizades sin previo trata-
niento., Por lo tanto, las columnas se rellenaron con @5tos
preparados previa desgasificacién, vertiéndelos directamente a
la columna mantenida en posicién vertical. Se dejo gue el gel) se
estabilizase durante 15 horas y, a continuacién, se hizo pasar
el tampdn para su equilibrade. El lavado de la columna se realize
con un volumen del tampén utilizado en cada caso diez veces
superjior al volumen de la columna empleada.

IIT.2.4.2. Cromatografia de exclusidop melecular.

El extracto proteico procedente de la precipitacion con
etanel y clercformo se aplicaba a una columna de cromatografia
ligquida (100 x 2,6 cm} de ULTROGEL ACA 34 con un rango de
separacién molecular de 20 a 350 kilodaltons. la columna fue
previamente equilibrada con tampon fosfato sddico 50 mM, pH 7,C.
La elucidén se realizo manteniende una presien y £lujo constante
de 20 ml/h y se recagiercn fracciones de 2,5 ml. En ellas se
media la abkscrbancia a 280 nm para detectar la rresencia de
proteinas y a 405 nm para determinar la presencia del grupo hemo
gque forma parte de la catalasa, Asimismo, en cada una de las
fracciones se determinaba la actividad catalasa.

IIi.2.4.3, Cromatoorafia de intercambio jonjco.

Las fracclones con mayor actividad enzimatica obtenidas por
cromatografia de exclusion melecular se mezclaban y se aplicaban
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rigqura 1Tt.1. Metodologia sequida en la purifizacion da catalana
de JRAnNYlocossus auraus ATIC 12.860.

1

1
l CULTIVO DI §. aukeus ATOC 12.600 |

| RECGGIDA DE LAE CELULAS POGR CENTRIFUGACLAM
f (16.000 x g - 10 minutas - 4 ")

[ RUFTURMN CELULAR MECANICA

|
CENTRIFUGACION DF L28 EXTRACTOSZ CLIULARES
(38,000 % g = 1 hara = 4 ")

|

0

‘
| CLTPACEWTRIPUGASION DE LOs EXTRACTOS CELULARES
! (99.000 x g = 1 hara = 4 "0

|
FRECIPITAQION DE 108 EXTRACTOS OO UNA MEZCLA
DE BETANOL AL 9%% ' CLORGFORMO i

Jra—

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSTION MOLEOULAR
OO VLTROGEL ACA 34

L CROMATOGRATIA DE INTERCAMBIO IoNIg
CON DEAE-SEFRACEL

i ESTUDIO DEL SRADC DE PUREIA |
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III.3.1.2. METODOS.
III.3.1.2,1. Preparacicn Ze los geles.

Los geles de poliacrilamida con SDS empleadoes tenilan una
concentracion de acrilamida del 1i0%, Las dimensiones de los
nismos eran de 125 x 260 ®x 2 mm cen capacidad para 20 muestras.

Para su preparacion sa mezclaban los siguientes componantes
en las proporciones indicadas a continuacion:

Solucicr maore Qe Tampon foséars 23,00 mt
Spluctor ge acritamica 2.0 m
So.uc1or ge gersuifatc amenice
TEMED {.KB THZC- 104}

PRy
&3 T
&

El

En un ratraz kitasatc se mzezclakan la selucioén padre de
tampon fosfato y la solucion de zcrilamida v se desgasificaba por
presién negativa con una bomca de vacip. A contipuacion se
ahadian el persulfato y el TEMED e inmediatamente se rellenaba
el molde del gel y se dejaba polimerizar a temperatura ambiente.

171.3.1.2.2, Preparacic¢n de las muestras.

Las muestras se prepararon afadiendo la cantidad adecuada
da extTracto enzimatico al tampon de muestra para obtener una
concentracidn final de proteina entre 0,2 v 2,0 ng/rnl v somaetien=

dip el conjuntoc a un tratamiento térrmicec de 100 *C durante d4cs &
cinco minutes,

Las nuestras empleadas eran extractos crudes o en diferantes
stapas de purificacion de S, aureus, §. aureus subsp. ahaercbiug
de ciras especles fe est:

gagin Los experimentss (2.
ceprae, S. caplitis, S. sgiuri, 8. xyipsus ¥ &, simulans;.

ey <l

TII.3.1.2.3. Aplicacicn de lzs muestras ¥y electrofors-

Previamente a la aplicacidn de las muestras se realizo una
preelectreforesis con el fin de retirar los electrelites y conse-
guir asi una corriente homogénea en todo el gel. Para ello, se
aplict a} gel una intensidad de corriente constante de 130 @A
durante 30 ninutos, Una vez realizada la preelectroforesis se
apadian 10 ul de las muestras en cada uno de los pocillos.
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A alecnrsforesis se Lri0i0 atustands la fliente de alirese
TAILIN A LT mb durante 10 minutos 4 §1 Lieppo NATERATLL para gue
L 48 RUABTEASR me Canoentrasen y penetramen en el yei. Uospues se

43tO 14 fuente 4 alizentazion a 174 ma durante agroximadanante
“5 noras. LA alactrofaresis finamllilzaka auamdy el =zarcadsr fagul
e praznofensl) lleyaka a un centimerro del extrame final del gal.

ITILI. 1,204, TefAldo vy consarvanien de los gelas.

Frrallzada 1a electrafaoreais Se separaca el el da g
seporte de widrio y se introdudia en la saiusién de fiiasdg
iarante una nora. Despuss de fijar el gel ge procedis ai Terl
de las proteiras manteniéndslo dukante ura Anra en la soLavion
da veftide an azul de Coomagsie B 2U0. A conbinuag,on ae prosedla
3 . desranjde asumsrgiendoly en la acluvion de desvefids
rapeTidas veces Yy vangiands la aclusisn Cun frecuandia, La
sparanian s daba por finallzada Suands ge condefuia o gel pras
Tirmmenta Lviooiore on Lag andas de protelna niarn visiples.
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II11.4.2, QObtancion de juercs hiperinmunes y purifizacisn de
inmunoglebulinas frente a la catalasa de §. aursus ATCC 12.6900.

IIf.4.%4.1. Amimales do axperimentac.sn.

Ze explearcn & canejos hambra de raza Nueva Jelandm de
resas do wedad y un pessc aproxizade de 2.% kg al comenrar i3
axpariancia.

Log animales 3¢ alolaronh en jadlas de azers snoxidablae
eravadas del suels v provistas de bebederss  AULORAT O Y
somederns asuplacled con Tolva. La Alimantac.on ConslBprtla @n un
plansy Jompuesto para conelos denaminado Sandermount Famlllar
CERNDERS, 5.A.Y vy oagun 24 LLBARuE.

=1

Ind.4.8 Fauma de inponiasion.

La  arooulacinn e 123 Songlcs Be o Yeailis o TALABA
gr.actrofuraticanente pura a4 una @nnasntracidn de O mepml
goaulande La pauta descrita por Auppresht ¥ Sonsesfer (5974 . L

ThuALG 5@ prasenta en la Tabia IIT.1. La primera Lno0guw.ad
o realliic emuigionande LA wcantidad de proteina covisspondlante
B lumen Lyudd de adyvuvanto comtlend 4 Frasnd zlany
an la% Lhosulasiones posterlores se enplen agyuvanta ing
de Freund. La emul#.zn se ohtenia agitandd durantg I oa
La mezsla en un agitador de tubos e, Lhoediatanents, @
a wneediar dicha gmulsiin VL SuRuutaned a
a. zonein an L8 Iona de provescion de la estapuals.

e

[ ]
4
-
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IZT 4,207, Extracelsan de zangyre y oDTenclsn de ma8ro.

Antes de la prizera inoculacien {dia 2) se axIraisn sangre
de los animales para SoRprobar 4 ausencia  de  TeasSines
inpunaldgicas del suers frente a la catalasa purificada. Las
sigulentes extraccicnes se vealizarcon gn los dias 72, 88, 0% vy
114 postinoculacisn (p.i.}. La cbtencion de sangre se realizaba
practicande un ¢orte en la vena marginal de la oreja dal anipal
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oy protedipa 8,7 £ 3,46 1 2,4 8,4 4,4 0,4 0,4

inoculada
proteina to_tsﬂ. @,7 1,1 1,% 1,9 2,3 2,7 3,1
{imaculada (ug}
Sangre extraida 2 2% 50 40 100

{en =1)




el Apendlie auriduiar en un
angre. Ixtraida la zangre

B
CA BN SERMELACLEN A -Ih D ohg

1104 0.4, Furificacion de inmunoginbal.inas,

e siguis la Tteonicd desorita por Hepherw
arfiopda ligeramenta. Tras mediz exactanenrle
Yueuman wgual de agus destliada
56 Favoresia la agihation lenva
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rezola. By oestas condicliongs se oaradin gova a
1
[ R suero e una s LY BB LT
.oA T

Gue a2 afadla e. 3uifaty anonioo podia
ApreciATEs ST Lneremento da la % La 2@20.3 S& mantania
ar aglitarion Lanta a &« 7 durante 12 haras antes 3@ proseder a
diomoa 3000 Koy durante L% minutis oa 4 O Tras la
SRt e vet.raba el sobrenadante 7 el sedimanto e
i #® 2.3.)IAna

i iBapva)

fad
L4 1
-
133
[

=

Aaocarn

i
via an 3 mL de PBI 4,01 M, Esta soive:
d4 nurag a 4 O en un tubo de celofan noipo 407
fogfate gsdion 850 mM, pH T,

Aizada 2e aplice a una columna de oyomatagra-
o8 omy de TLTROGEL ACA 4. previamanta
amuiliirada con tanpon fosfavs sedico 29 mM, p¥ 7,0, La elucinn
ThenLendo und pres.sn y flule constante de 29 aloh.
accioneg de 2,0 ml oen law gue B9 cadild gu aRBore
LA ia presenc.a de pritaina

ITT.4.3. Electrotransferencia de prateiras Zesde galus de
peiiagrilamids (ODO-PAGE) & soportes de nitrocelulosa y analisis
inmuRsenzimatics ("Western blot" o ™imaunebletnting™).

TIL Gl MATERSALEL.

ritrpoeluloss [dohlesvher & Zengi.
wransferentia elegtrica LE3 modeln 003
IIT.AM30 00 B e} ¥ LARReLAS.

II2.4.3.1.1.). Tampén de transferencia (Tris-giicina-
wetanal) .

21 *3Ta” B v Metomes
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Fe erples una ssluacion de diaminobencidina (DAE; preparzia
Ja la siguiente {orma:

“aegn G4 Dobturd no Testn B0 L m

Srwminpptieigire (8 gaa) 31 mg

wza, w1 (Panmgacy " g
2

ITIALT.D. METCDUS.

T1T.4.3.2. 1. Tranafarsncia de REONeAOA3 A DABRL AE
salulsed.-

Lag proteinas separadas electroforetisanente 200X Jeies e
poliacrilamida encandicionas desnaturalizantes (SDS-PAGE) fuerarn
eransferidas a papel de nitrocelulosa de acuerdo con i1a teznica
descrita por Towkin g% al. (1979). Sa& emplearcn gales e
pol.anriianida ultrafinoes de 4% x 38 x 0% za zon capacidad pava
ooho ZUestray.

vna vez realizada la separacion electrgforetica mediante &l
igterma de electroforesis senmiautsmatics "Phaptiysten™ (Prarma-
ta, 1986) los yeles se depositaron scbhre una menbrana  de
itrece.ulcosa previamaente ejuilikrada en tampen de transferenc.z.
£i Tortunts gei-penkrana fue a4 30 ve: pituado entre dog papelen
da filtro previamente eguilibradcs en tampon d& transferancia.
A Toptinddcion se pasaka, a modo de rodilis, una pipeta sobre Los
papmias de fi1Ty0 con ol fin 44 @limlRay Las Burbutas de aive Jud
puidieran interfer.r en la transferancia de las proteinas.

intes de Introducirlo en la oubaeta de transferens.a el

saprunts nane) de filtraegelensmsrana de miirpcelulosa=papsl ia

filtre se piniaba entye Las #2a esponias tipo "Sooton Brive

coiwcands el gel del lads del ratodo y 14 memsrana :«l sadn el
S

aneds. In estas sendicicnes de sransferencia las protelnas migran
deade el poiz negat.lvs al posinivo.

La electrotransferencia se realizaba a una intemsidad e
sérrisnte csnstante de 0,2 apperics durante 2 horas. Tras
afectuar ja transferencia de las proteinas, cuya sficacia se
sompraraka tifende Ios gelas con azul de Coomassie, el parpel e
nitrocelulcsa se pasaba a una cubeta de vidrio tipo "wWerthae.n®
dispuesta schbre un agitadcer orkital para proceder al lavade de
1a misma, rencvande tres veces el rappon de lavadc que se dejaka
actuar durante cinco minutes cada vel.
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IT1.4.3,2.2. Inmunpdeteccion.

La membrana de nitrocelulesa, una vez lavada, se sumergia
en el tampeén de blogueo durante 30 minutos a temperatura ambiente
Y en agitacion suave. A continuacion se incubaba en una solucién
de los anticuerpos anti-catalasa en tampén de bloqueo duranta 4
horas a temperatura ambiente con agitacién suave. Transcurrido
este tiempo se volvia a lavar de nuevo la membrana.

El conjugado empleado fue un suere anti-inmunoglobulipas de
conejo, obtenidc en cerde, marcado con peroxidasa. Se utilizo a
una dilucién 1/1.000 en tampdn de lavado, En asta solucieén se
dejo reagcignar la membrana durante 90 minutos a temperatura
ambiente con agitacién suave, Después de Llavar de nuevo la
membrana se mantuvo en la solucién de sustrato hasta conseguir
el revelado de la misma, La reaccidén se detenia lavande la
membrana con agua destilada.

I11.5. ESTUDIOS DE FAGOCITOSIS Y SUPERVIVENCIA INTRACELULAR.
ITL.35.1. TERIAL
I1I.5.1.:, Materd ;1 i o;g“uigg.
ITI.5.1.1.1. Animales de experimentacidn.

Como donaderes de sangre para e} aislamiento de neutréfiles
se emplearon los siguientes animales:

Cinco cordercs de un mes de edad de raza Castellana
alctadas en un establa vy alinentados con una dieta & hase de p&la
de cereales, alfalfa, pienso compuesto OVISANDERS 0-00 {Sanders
S. A.) vy agua agd libitum., ¥

Cuatro ovinos adultos (2 hembras y un mache) entre 2
Yy 4 anos de edad de raza Castellana mantenidos en idénticas
condiciones gue los corderes, con la salvedad de gue el pienso
compuesto utilizado para su alimentacién era OVISANDERS 0-4l
{Sanders 5. A.).
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Todes los animales €n el nodente de la realizaciin del
Iresents estudio se encontraran desparasitades y sin alteracicres
evidentas de sy estade de salud.

TII.%.1.1.2. Sueras animales.

Para la opmonizacidn de las bacterias se emples una meigla
de muercs Lnactivados procedentesn de ovedas sanas & una dilucion
1.6, Previamente se comprobo gue 108 sueros por si 8o0lns no
venian actividad bactericida cuande eran incubades con las
suapensicnes bacterianas empleadas en este estudio.

Ir7I.5.1.1.7. Cepas bacterianas.

Se utillzarcn dos copas mutantes asrcotolerantes 4 5. aureun
sunep. Anasrabiug (MVF TSR y MVF 438R) obtenidas sequn el metods
descrito por De la Fuente gt al. (1986, 1987a;. Aaimismo, <on
Zimes copparatives, g emplearcn tres cepas de 5. Aupgus (My¥ 27,
MM 42 y MN 45} aisladas de casos de mamitis gangrenosa ovina.
fsnap cepas presentacan a y B hemélisis, asi coms todas las
caracteristicas propilas de este micreorganismo.

I11.3.1.2. Material de laboratorig,

IIT.5.1.2.1. Aparatas.

~Centrifuga de meas con rotor basculantae.

-Bafio de agua termostactico Thermomix 14420 (Braun).
~Eapectrofotometro (Hitachi 130-203.

II1.8.1.2.2. Scluciones y tampornes.

IIT.EL 1.3 2. ). Solucion sallina hiperténiva estear:. al

IR

iy
e

IXI.8.1.2.2.2. Selucion salina eguilibrada de Hanks,
g.n ¢aleio ni magnesio (HBSS) con la siguienta composieion:

£ 2X 5
KCi 9,48 §
LA 0,14
Giugoes L0y
APy oestrieds Y- ]
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Lam bacterias a4 estudiar se cultivaban en <aldn BHI y ura
v@z wrecidasn se lavaran dos veces con HHSS. A& continuacisn se
aiustaban espectrofotonetricamante a 370 nm a una cancentraciun
£inal aproximada de 2 x 107 ufc/ml an HBSS-gal.

IT11.%.2.2. gbtencion de palimgrfonucleares neutrofilea
LEMML de pangre cixgulante.

%o sigui¢e la técnica descrita por Boyum (1984] modificada
por Johngon gf ak. (1986é) con ligeras variaciones.

Para la obtencion de PMN sa extralan del animal gsrreg-
pondients 30 ml de sangre mediante un sistema de tubos con vacig
(Yanpieoct) gque contenian heparina de sodioc como anticoagulante
118 unidades/ml). La sangre extraida se centrifugaba en amtns
mismes tubos & 400 X g durante 15 ninutos a temperatura ambiente.

III.3.2.2.1. Cbhtancidn de leucocitoa.

De la sangra caentrifugada se tomaba la capa de leucocitss
gituada an la interfase entre el plasma y los homaties con la
ayuda de una pipeta Pasteur estédril procurande arrastrar la penor
santidad posible de eritrocivos. Leog hematies contaminantes ge
lisaban por chogque hipoténico afadiends 3 ml de agua destilada
esteril. A los 20 segundos se recuperaba la isoteniclidad del
medico anadiendo un mililitro de aoclucion salina hipertanica
agtéril.,

Lag leucociteos libres de aritrocitos se sedimentaban por
centrifugacion a 200 x g durante 10 minutgs vy se lavaban dos
veses rosuspendiéndolos en % ml de HBSS. Lag células obtenlidas
trag &l segunde lavado de resuspendian en 3 ml da HBSS.

I11.5.2.2.2. Alslamiento de PMN.

La fase siguiente consistila an separar log PHN del reste dm
lag células sanguineas de la gerie blanca pediante la formacidn
de un gradiente de densidad. Los leucocitos cobtenidos (3 nl] se
depositaban cuidadosamente sobre la suparficie de 1,5 ml de
Figoll-Paque contenidos en un tubo estdril de poliestirenc de 16
¥ 100 mm. A continuacion se centrifugaba a 300 x g durante 310
minutes a temperatura ambliente en una centrifuga de mesa con
rotor basculante. Tras la centrifugacion se observakban las
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siguientas capas desde 12 superficie del tubo nasta el fondo del
misme:

HBSS

cglulas monenuc|eares (1inforitos y manocites)
ficoll-Pague

céiulas polimorfonuciearas (mayoritarismente PHN],

Una vez retirade el sobrenadante se obtenian las células
polimorfonucleares y se sometian a dos lavades con HBSS para
posteriormente resuspendarlas en HBESS-gel,

Sequidamente se determinaba cuantitativamente la viabilidad
celylar por la técnica del azul tripan: las celulas viables no
toman el colorante mientras que las inviables leo retienen.
Asimisnmo, se determinaba el porcentaje de neutrofiles presentes
rezlizando una tincidn de Ciemsa, que permitia identificar les
diferentes tipos celulares: linfocitos, monocites, bascefiles,
gesinafilos y neutrofiles. Finalmente se realizaba el recusnto
de los PMN y se ajustaban a una concentracion de 4 x 10° células
vivas/ml en HBSS-gal,

III.5.2.%. Estudios de fadocitpsis.

. Les ensayes in visro de fagocivesis de §. aureus suksp.
anaercbius y 3. aureus estan basados en la técnica descrita per
Hirsch y Strauss (1964) y Watson (1575) modificande el tlempe de
incukacidn., Para ello se reslizaban las sigulentes mezclas en
tubcs estériles de poliestireno de 11 x 70 mm:

Contycl suero Prchlena
Suere inactivads fu0la) 2,8 ml 0,8 i
Suspensicén hacteriana 0,2 xi 0,2 nl
(% 107 wfe/mly
Suspension PMN 0,0 ml 1,0 =l
{4 % 10° células/ml)
HBSS-gel 1,0 ml 0,0 ml

La relacién entre bacterias y PMN era de aproximadamente
ertre 111 a 3:1.
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En pripmer lugar se afadian la suspensioh bacteriana y al
suero inactivade. La suspensian de PMN (ensayos problexa; y la
svlucion gelatinosa de Hanks (control de suere) se afadian a
continuacion,

El numero de bacterias enpleadas en cada @nbayo s¢ datermi-
naba por recuento en placas de agar BHI en el memento misme de
afadir la suspension de neutrafilos o la solucion gelatinosa de
Hanks, esto es, a tiempo 0 (T,),

Los tubos se incubaban a continuvacicn a 37 ‘C an agitacion
sdave en un bafo de agua tarmostaticss durants 185 minutos.
Transcurrido este tiempo S¢ centrifugaban los tubas a 100 x g
ddrante 8 minutos y sa realizaba un recuento da lag bacterias
pressantas en el asobrenadante o bacterias no fagocitadas (T.).

171.5.2.3.1. Calculo del numero de bacterias fagoo:i-
radas.

£l porcentaje de bacterias fagocitadas a log 1% minutos de
incukacion en las condicicnes descritas con respecto al numero
intcial de bacterias se calculaba de la sigulente forma:

T ca BACTASIAS THQAT Tagdds (B )¢ ”t‘."T Ctpte 18

Tat b SRizia g0 BATTECVRS.
T.T AV ge pactet B3 DIRGENIES 1 4 ICBFEnAGENTE TraS SeNtrifugar,

ITI.%.2.4. Estudios de supervivencia intracaliular-

Una vez realizado &l recuento de kacterias no fagoc.tadas
fe salculaba el porcentaje de nacter:as superviviantes intragelu-
ilares. Para elle, lag celulas se resuspendian de nuevo y se
afadian 00 ui de la solucion de liscetaZina (Que dastruye 1uog
estasfiicicncecs ne fagoeitados presentes er ei schrenadante) y se
dedaba actuar en las mlismas condicicnes descritas durante 19
zinuzes. Transceurridc este tiempo se anadian 160 wl de la
sclucion de tripsina {4 mg) para inactivar la lisoatafina afadida
previamante y se cenctrifugaba a 100 x g durante B minutos. Tras
la centrifugacién sa realizapa un recuento de las bacterias
presentes an el sobrenadante para confirmar que todas elias
habian sido destruidas con el tratariento con lisostafina.

£9 MITETIRL » WETTETF
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yigura III.2. Pauta empleada en la cbtenci¢n de FMN da sangre

circulante,

[ OBTENCION DE SANGRE J

|

CENTRIFUGACION
{400 x ¢ ~ 15 minutos)

|

[7RICUPERACION DE 103 LEUCOCITOS l

I

{VLISADO DE HEMATIES I

|

GRADIENTE DE DENSIDAD CON FICOLL~PAGUE
(300 » g = 30 minutos)

i

I LAVADO DE 10§ PMH CON HBSS-GEL

f

| DETERMINACION DE LA VIABILIDAD
Y PORCENTAJE DE FMN
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11X, 7. ESTUDIOS EXPERIMENTALES ENW AMNIMALRS.
tIX.7.1. Inpcuiaciones experimentales sn cabrites.

LIT.7.1.1. Animales de experimentalion.
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Se emplearon nueve cabrites de raza Murclana-Granadina de
dos meses de edad y un peso aproximado de ence kilogramos al
iniciar la experiencia. Los animales se alojarcon en establos Y
su alimentacion consistia en una dieta a base de paja de
cereales, alfalfa, piense compuesto Caprisanders G-00 (Sanders
5.A.) v agua ad libjtum. Todos los animales se enconhtraban sin
alteraciones evidentes en su estade de salud al iniciar las
ingculaciones experimentales.

ITI.7.1.2. Cepa de estafilccoce y obtencion de
zultives,

Para la inoculaciin de los animales se empled una cepa de
&, aureus subsp. anaerebius denominada MVF 207 gue hakia side
aislada del contenido purulento de un ganglio submaxilar de un
cordern de raza Churra de seis neses de edad gque padecia la
enfernedad de los apscesos. Este microorganisme presentaba tcdas

las caracteristicas tiplicas de esta subespecie de 5. zureus,

La inoculacién de los animales se realizé con cultives de
la cepa en caldo BHMI incubados a 37 °C durante aproximadamente
i§ noras para obtener un crecimiente en fase =estacionaria.
Previamente 2 ia inoculacidén se realizaba un recuento del numers
de ufc/ml mediante el método de diluciones decigales.

11X.7.1.3. Vias de inoculacion y dosis.

Segun la via de inoculacion empleada se realizarcn lcs
sigulentes grupos:

- Dos de los znimales se inocularen via subcutdnea en
ia reglén del flance detras de ia uitima costiila (0,8 =i v en
la extremidad tordcica del mismeo laterzl por encima $e la
articulacion carpiana (0,3 wmi) cconi la cepa MVF 207 a una
cencentracion de 3,5 x 107 ufesml,

- Otros dos animales se inocularcn intramuscularmenta
en la region femoral (0,5 ml) con la cepa MVF-207 a una conceh-
tracion de 3,5 x 107 ufc/ml.

~ En tres cabritos se practicaron 3 ¢ 4 incisicnes
superficiales en la plel del labio infericr y en una de las

extremidades teordcicas por encima de la articulacién carpiana
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rwer fig. IV.1%). Para realizar la inopylacisn, s lspregraron
iap heridas con ura torunda empapada en calde BRI Son 8. auresd
Bubep. AnfSrotius MVF 207 a una oorcentrasien de 3,% % 1’
yfa ml.

= los dom animales restantasd se whlilitarsn coeo
tpatigos, a2 decir, ne fueron insculadng.

Durante la experiendia ga aloiarssn Junbtes en un astabls low
dps animales inoculados per via subcutdnes. Los 484 iooculades
¥3a intramuscular y une de los anisales mo impoulades. En 059
eatablo se alojarsn 103 animales en 128 que ge hablan prasticada
lag ihkciaionas junto ¢on el otro animal testigs.

ITI.7.1.4. deguilmiento clinics da ia infaccion,

Una ves practicadas las inoculaciones de losz animales, se
realizaba diariamenta un segulmients ¢linico preatands espesial
atencien a la exploracisn de loa puntos de ineculasicon y de 1os
gangliog linfaticeos sobre los que drenan lag Zonas ineculadan.
41 se formaban abssesas y fistulizaban se procedia a la teoss de
miagtras del contenide purulente para su astudio nisrobielogled.

Una vez desarrclladas lan lesiones tipicas 9 transewrride
nes y medio postinsculacidn (p.i.), se pasyifivakan log aninaies
¢on pentobarkbital s&dice. En la necropsia ae bLamaven Busstras de
las  lesiones encentradas para su  posterior eatudle fante
nistopatologicy cono microkiolégien.

II1I.7.2. Invoulaciones experimentales am corderas,
2:I1.7.2.1. Animales da exparimentasion.

%@ anplearsn sais caxdercs de¢ raza Castellana de doa meses
de edad y un pase aproximade de 10 kileogrames A4l oomenzar la
expariencis. Los animales se alojaren en estakiss ¥ Sy al.zen-
tacidon consistia en una dieta a bkase s paja de ceredlesd.
alfaifa, pienso compuesto Ovisasders 0-99 (Zamders S.A.) ¥ agea

23 likitun-

111.7.2.2. Capan empleadas y chtepcién de Sullives.
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riewan fa A cerd sazlesds en la ingoulasioen de 123 cabrizns
. srd e de 5. Sutgns denzainada wn 1
A4 Am un case de Danltis gangTenosa.

LA agtensidHn 38 oultivos se realliz en falde BRI wal gnoe
34 ha desorata en el apartade [IT.7.1.0.

1LY 3.%. wias de irogulacien y desis.
AR AMamaled ne Jiatnribuyerza 44 la sigllente [orma:

= ¥ oguatys de L09 Animalesd Se Drartisaven ) o 4 iegi-
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A8 eEremisdes Toradieas por engipa de 13 ariizulagiem
CH¥E L ANA . La inagulacidn se realips inpregharnds las Barldas gon
wnE TAT.raa ester: . enpagada an el salds de ultlvd ferTespons
jerte. 295 e 38 animales se imeooularon 0% la depa e 3.
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Se emplearcn siete ovejas de raza Manchega entre dos y
cuatre anos de edad en periodo de lactacidn y de las que los
corderos habian sido destetados aproximadamente quince dias
antes. Los animales se alopjaban aen establos separades Y su
alimentacion consistio en una dieta a base de paja de cerealess,
alfalfa, pienso compuesto Ovisanders 0-41 (Sanders S5.A.) ¥ agua

ad libitum.

Antes de realizar las inoculaciones se comprobaba gue los
animales estuvieran corrsctamente desparasitados y sin padecer
proceso patolégico alguno, Se pusoe especial interés en la
palpacién de la ubre y de los ganglios linfdticos retromamarios
para detectar posibles anormalidades. Asimismo, antes de inocular
a los animales se realizaron controles bacteriolégicos y
recualtes de células somdticas de la leche,

Ir1.7.3.1.1.2. Capa de estafilecoco empleada.

Los animales se inocularon con la cepa de 5. aureys subsp.

anaerobiys MVF 207.
I¥T.7.3.1.2, Matarial de laborarprig.
ITI.7.3.1.2.1. Scluciones y reactivos.

I11.7.3.3.2.1,1. Solucién conservadora para las
nuestras de leche.

Las muestras de leche se conservaban desde su recegida hasta
lz realizacidén de los recuentos celulares afadiendo una sclucidn
con la siguiente compesicién:

Zioranfenicol *.50 g
Azida ge sonle 38,00 ¢
-itrato trissaiep 5,5 nigrate 5,30 §
Arul ce bBromofenct .35 ¢
Etanpt ' 16,00 my

Agus cestilags estdril {pH»s} 000,08 mi

La solucidén se prepara disolviendo primero el cloranfenicel
en el etancl. Después se afaden 600 ml de agua destilada y el
citrato y la mezcla se lleva a un bafo termostdtico a 50 'C para
favorecer su disolucién. cuande todes los componentes se han
disuelto se deja enfriar y se completa hasta un litro con agua

&7 Material y Metoaos
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2, Mediec utilizado para wvehicular 5. aursus subsp.
inoculaciones

Tabla IIX.
anaerobjus (MVF 207) y dosis empleadas en las
intramamarias de ovejas en lactacidn.
Oveja Medioc Dosgia Mama
enplaado {ufe/ml) inooulada
R SSF 1 ml dcha.
(3,8 x 10%)
L SS8F 0,75 m} izda.,
(1,7 x 10%)
[ SSF 2 ml dcha,
{2,3 x 10%
B BHI 1,5 ml izda.
(1,2 x 10%
N BHI 1,5 ml1 izda,
(1,2 % 109
LB BHI 1,5 ml izda,
{3 x 104
IN BHI 1,5 ml izda,
(3 x 10%)

SSF: solucidn salins fistoldgica {las bacterias se habfan Levado previamente en la misma seiucién);

SHL: caldo infusidn cerebro cormign,
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52 mezcla la clara de hueve ¢on la glicerina ¥ se filtra con
papel de filtro vy presion negativa para acelerar el proceso. A
cortinuacison se anade el cristal de timel y se conserva en
refrigeracién.

I1T.8.1.2.3, Hematoxilina de Mayer.

Cristales de nematexiling 1,009
Yodato sdfico 0,20 g
Alumore potésico 0,00 ¢
Atido citrica 1,009
Hidrato 4 eloral 50,00 g
Agua destilada 1,00 1

Se disuvelve el alumbre en el agua destilada sin calentar y
se ahade la hematoxilina. Una vez disuelta se afade el yodato
sodico, el Acido citrice y el hidrato de cloral.

IT1.8.1.2.4. Eosina al 1%,

Eosinag ¥ 18
Aciop acetico 1-2 gagas
Agua cescilada 109 mi

I1.8.1.2.5. Eukitt {(Kindler GmbH y Co., Friburao)

IrT.s.1.2.6, Paraplast plus Ref. HRI 2685-302004
{Mocnoject Scientific).

I1I.8.2. METODOS.

I11.8.2.1. Fiisdo gde las muesgyras.

v

Las muestras recogidas durante la necropsia eran inmedia-
tamente fijadas en una solucidn tampeonada de formel al 10%. lLa
duracién de la etapa de fijacion era como minimo de 24 horas.
Pesteriormente, se procedia 2 su tallado en piezas de inclusion,
Las muestras talladas eran introducidas ean "cassettes" de inclu-
sion identificados con la clave correspondiente a cada expe~
riencia ¥y sometidas nuevamente a fijacién durante un periodo .gue
oscilaba entre 12 y 24 horas.

III.8.2.2. Inclusién.
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. »3val con agua
. Eosina Y al %

Seshitffatacion en mconcl #3711co ge 94% y 100%
Aciaramiento en Aileno
Montaje as las secciones histoidgicas gon Eukity

IIX.8.2.4.2. Tincidn de Gram:

I R

. Desparafinado & hidratacicn de las secciones histoldgicas
. Solucidn eristal vigleta-oxaiate
. .avar con agua

Solusion oe Weigert
Lavar con agua

. Dacolgrar con acetons
. Lavar con agua

Tincign de contraste con rojo neutro al 1%
Lavar con agud y secar <on papel de filtro
Dashigratacidn en agetona | y 11

. Aclaramiento &n xiisno

MHonzaje con Eukitt
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10 miAwgos
1 minyto
5 min, (a22
Y min, (a2}

10 segundos
20 segurkes
5 sagunaos

1 minuto
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.1 REAVLTADOS DE LDS EWSAYDSZ DE INDUCCION DE MUTANTES CATALABA

o d

POBTRITOA A BANTIR DA CEFAS DY @. AUKENA Subsp. anaerchivs.

4., radusrisn de mutacicnds con rayes U.V. de 245 na.

Aa Ledygltwd e znda.

Witimies Lniestas realizados con g@Ta tesnica de
zrag, @ odaepandlentemsnte de los tignmpos
Lon oy B0 segundas), N2 se Shiuvier:n

rapng

CantEs CATALABA prAlnGYEB SED RINGWNA He  LaB Snany

-
sup.aades  Tantn mavrcatas gsn el plasmide oom reslistencia al
#.9 ABTIAY.

IW.1.3. Ipdusunien de putagiones con nitroscguanidina.

Lmrtartes 98 Lnddsolon enpieandn slitrosoguanidirg a
de 2,1 BBl Tampoco e Jongigulie alslar
watalasa sodre mas de )

.. BESULTARGH DE LA PURIFPICACION DE CATALASA DE 8. ANKAuS ATCD
LE. 455,

B%.2.5%. Frewigitazisn del extracta cslular ¢rude ¢oR una
angalh A9 etanel v alovafeorns.
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Iv. 4. BESULTALOD DE LOG ENSAYLH INHUNOLOGICOS CON CATALASAS DI
EETAFILOCGROE.

IV.4. 4. Electrotransferencia de proteinas dezds gales de
poliscrilanids {9DS-PAUE) 2 moportes de nitrocelulesa y apdlisis

ipmutseniinatico.

168 ensayes previos realizados para poner a Sunto La Yecnida
sugieron de manifiesta qua los sueres de los  dos i
srvenidas antas de comanzar la pauta de inoculacion no rea
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shillzads an lod experimentes podtarioras oomo Seatigs neyative.
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caprae, 8. xvlosus, S. sciuri, 8. capitis vy §. simulans. En todos
los casos las inmunoglobulinas anti-catalasa de §. aureus
reaccicnaron ¢on una banda proteica de movilidad electroforética
semejante a la de la catalasa electroforéticamente pura de 5.
aursus ATCC 12.600 (fig, IV.5). En el caso de 3. simulans se
detect$ una segunda banda de reaccién de mayor pesc molecular
aungue de menor intensidad (fig. IV.5).

IV.5. RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS DE FAGOCITOSIS Y SUPERVIVENCIA
INTRACELOLAR,

Los resultados de les gstudios de fagocitosis ¥y superviven-
cia intracelular de las diferentes cepas se reflejan en las
tablas IV,1 a IV.5. En cada tabla se exponen los resultades de
una de las cepas con los PMN de cada unc de los animales
donadores (corderos 1 a 5y adultos 1 a 4). Los resultados de las
bactarias fagocitadas se expresan en tanto per clento con
respecto al nimere inicial de microorganismos ahadides a tiempo
¢, mientras que los porcentajes de bacterias supervivientes se

calculan con respecto a los microorganismos fagocitados a los 15
zinutos, '

En las tablas IV.1 a IV.5 solo aparecen tres de los cuatro
valores obtenidos con cada uno de los animales. Esto se ha hecho
para partir en los anilisis estadisticos del misme numero de
resultados en tedos los cascs, ya que en ocasionaes fue pracise
prescindir de algun valer debidc a contaminaciones. Cuande hube
lugar los valores descartades fueron los extremos.

IV.5.1. Andlisis estadistico de los resultados de fagocito-
sis,

Para facilitar el estudioc estadistico se han elaborade las
tablas IV.6 a IV.2 a partir de los resultados de fagocitosis
expuestos en la tabla IV.1 a 1V.5.

En la tabla IV.6 se expresa la media aritmética con su error
estindar para un coeficliente de seguridad del 99% de los
resultados de fagocitosis de cada una de las cepas de estafiloco-
cos  investigadas considerando 'los valores de ragocitosis
cbtanidos con los PMN de los animales. jdvenes en conjunto. La
media de cada una de las cepas se compard una a una con la de las
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Tabla IV.1. Resultados de fagocitosis y supervivencia

intracelular de 8. aureus subsp. anaercbjus MVF 73R en funcidn
del animal donador de PMN.

% EALOCITOS]S X SUPERVIVEMCIA TMTRACELULAR
15 minutos ] 30 mirwtos 40 afrurtes 90 mirrtos

85,35 0,34 9,95 1,07
LORDERC 1 57,40 0,52 0,75 1,43

54,45 0,75 0,72 0,9%

50,04 0,55 0,72 0,80
EORDERD 2 44,58 1,20 5,37 1,41

51,28 8,4 1,10 1,14

50,34 0,98 1,5 1,13
CORDERD 3 50,86 0,83 6,% [

50,57 0,97 0,9 1,20

61,89 0,33 0,5 9,59
CORDERQ 4 59,84 0,44 0,62 0,70

50,79 0,39 0,57 0,45

50,64 0,7 1,58 1,10
CORDERD 5 8,32 1,17 L 1,10

44,51 1,09 1,28 1,51

&9,01 0,79 Q,72 0%
ADULTO 1 70,91 0,84 0,7 9,25 ‘

&9,80 0,82 0,73 0,89

3,37 9,72 0,68 ‘ 1,8
ADULTD 2 4,00 0,7 0,50 1,41

85,47 9,78 0,70 1,43

67,54 0,7 0,7 1,17 '
ADULTO 3 54,42 0,73 0,69 1,56 ,'-

65,99 0,76 Q,70 0,98

£7,04 0,73 on 1,20
ADULTO & 53,63 4,72 0,68 1,66 Ir

65,53 nn on 1,10
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Takla  I¥.3. Resultados de  fagecitosis Yy suPervivencis
invracaelular da 5. aurgud subsp. anaeroblud MVF 435R en funcien
a1 animal doppdor de PHM.
¥ FumcHiests X RPERYIVERCIA INTRACILAAAY
15 mimaes 3 wimstes M wiuton % wimton
S 3.7 1,43 1,87 T, 81
1 comeann t g PX) q,61 T3
X 4 1,92 .59
82,89 38 LM 1,87
] e 2 .5 .6 LR 0.7
802 LX) [ A 6,
.00 2,48 0,8 0,43
LIemART: 3 8 50 4,5 N .5
.04 0,84 0.0 2.0
a1 PR 0.9 3.8
R & 59,7 .48 0,63 N
& £ 4t 5,49 7,M
51,02 [ ) 1,54 9,82
a3 $.¥ 2.7 (1] (A7)
:g W IR 5,6 a2
L4 .49 B, 74 LAl
HEHA TS Y B, B 2,73 9.5 .4t
w8 2.4t .M [
5,53 3,7 0% £
MASLED 3 Fal 8.5 R i)
i 99 ERD 7% (S
57 LY 2.7 LX)
M 3 w.r o8 ER] X
4.H .5 0,7 LX)
™. 4 9,% 0,9 0,12
ANATD & . (% 1 [0 ] 0,54
.0 0.5 .7 0.5
84 Rt Lo



Tabla IV.3, Resultados da fagocitosis ¥y supervivencia
intracelular de §. aureug MN 27 en funcidén del animal donador de
PMN.

X FAGOCITOSIS I SUPERVIVENCLA INTRACELLHAR
15 mintos 30 mimutos 60 afrutos 90 afputos

60,29 0,13 0,3 0,34
CORDERQ 1 58,1% 4,50 0,31 0,36

58,48 0,30 0,31 0,37

58,92 e, 0,32 0,56
CORDERD 2 52,09 t,33 0,34 0,3%

68,34 0,48 0,41 0,4

56,43 0,38 0,29 0,38
CORDERD 3 55,4 0,55 0,3¢ 0,51

60,26 0,28 0,62 E 0,28

74,51 b, 42 0,66 0,62
FORDERO & 7,07 0,44 0,54 0,57

72,58 @40 0,49 0, b4

&3,19 0,19 0,17 09,3
CORDERD 5 61,52 0,33 0,36 9,38

82,24 0,33 0,31 0,3%

61,52 0,84 1,25 0,47
ADULTO 1 65 58 0,73 1,01 0,45

44,53 0,77 1,08 0,54 '

71,43 0,5¢ 0,59 0,68
AT 2 75,54 [ ] 0,50 0,7

FAH] 0,59 9,59 0,68

et 0,44 0,32 0,81 :
ADuLto 3 45,62 0,7 1, 0,56 .

71,56 0,59 0,66 0,69 J

57,1 a,% 1,76 0,39
ADULTO & 81,7 0,84 VT 0,48 i

52,7 0,8 1,18 0,50
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Tabls IV.d.

Resultados

da

fagociteosis ¥y  supervivenciam
irtrazelular d4 §. AUKEWE MM 42 en funclon del animal donador de

g
T HGTERSS 3 SPTRVIVERCIA INTRACTLAM
™ wimdos W wintos 40 winstos W mirog

%, bh .26 0, 0,5

ToEENT ¥ %2 0.2 0,29 0.5
3.0 0,29 8,28 0.3

1,47 9,17 [ Rt LAY

i "R [%:] A1 4.2
LU 91 M [

87 LR N ] L)

e 3 X 0.8 0,84 0,44
2R R (X1 (B

[N 0,43 0,42 0,9

CakzrRg 6.5 0.3 0,8 .3
LR 2. [ % 0.5

13,49 3. 4,37 (R}

e ¥ a1 % .38 8.3
8.8l .5 e,3% 9,33

8,1 58 0,7 e,7s

L o3 &% 1,07 .5
&, 1g 2.7 [ A 0,57

& 83 8 1,8 3,47

LR 3 R 1 LY 8,08 9,4
.37 2.8 k9 ] 0.5

AR 3.4 o,8 9,83

Lo ] 1,0 B4 0,82 0,48
.08 oLn (X 0,57

%, 5B 392 LR N

NERVR § L 4 0.3 8,44 o7
a8 0,4 6,5 on

a4 R Ly
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Tabla IV.3. PResultadeos de fagocitosis y  aupervivens.ig
intrazelular de §. aureus MN 4% en funcidn del animal donador dg

X FARDGCI TS| S X SFCEVIVEHCTA INTRAZELIANE
15 airvton 32 minatee 0 wiogton T wimston
) 4.4 g, 0.1
toupa20 ) . % %) 0.27 IR
57,42 3.3 5.3 3.3 ]
34,87 0.1 5.1t PRES
ERoar0 3 13,3 (%] 5,26 2.9
504 3,1 5,78 [
£3, %8 o.M 0w 9.4
EXRRERD 1 63,00 0.3 1,48 7.3
) 0.4 a.57 g % l
2,% 9.1 5,38 b
RLERD 4 FCREN % 9,3 1.4
PR 7% ERYY 'y
at, 8 2,33 5,33 3.M
corteRt 5 88, 8 6.54 2.49 240
T .5 2.7 5,9
7.5 2,84 9.% %
AU TD 1 7.5 9,89 5.2 9,67
", .52 0.7% 8,6
0,42 0,37 IR B4
@AM 2 43,7 0,80 LAY 2.4}
30,8 X o ¥ T 9
n.w 0.% 0,82 8.7
o tg 3 12,07 o357 2,83 g, 78
) .60 .68 2,6
T, T ¢.68 0, % 2.8
AR 4 0,88 ) 0.8 2,07
.17 3.5 T, LN

E T R TRESE



TaBla IV.8, Media aritmética con su error ostdndar para un
zpafiviente de sequridad del 99% de los resultados de fagocitosia
4% rada una 4 las cinco cepas estudiadas considerande los
waLares chbrenidss con los PMN de los animales Jovenes en

GEPA R BHRAFILOOND WDIA MAITMITICA EIRCR EXTANDAR
L] 5,47 (LI ]
[ ] 53,8 28,30
LN &, wn
L EY] £,% Ly
LN 3,4 o,

Iabla IV.7. Madia aritmética con su error wstadndar para un
ceafiziente 4o seguridad del 99% de los resultados da fagocitosis
28 sada una de las ¢ince cepas de estafilococos estudiadas
aang iherands loa walorss ohtenides con los PMN de los animales
AL eed AN eniuniy.

[ — WA MITMTIEA ERRCR ESTANDAR
L] &4t 11,78
Lo ] £1,47 13,04
- ¥ [ "
w5 a7, 0 3.7
LT Lo [ e

AR - T
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Tabla, IV.8. Maedia arltmstica con su error estapdar para un
coaficiente de sequridad del 99% de los resultades de fagooitasig
de las cepas MVF 78R y MVF 419R consideradas come un dnies BT
(& sureug subsp. ansaxobiua) para cada uno de loa mueve animales
donadoras de PMN.

AT, MDA ARTTRETIER L R o]
ooy 1 .07 »8.98
coNgER 3 1.4 #.0
[ 29 (=8 2]
Fouam 4 80,84 AN
oneery § n.n K]
LT 1 49,44 »4 G5
MuLte 3 (1% -1 1,
RAATO 3 8,8 " 24
MWALTO & 9.5 .0

Tabla., IV.¥. Medla aritmética <on gu error ssténdar pars un
zpaficienta d9 geguridad dei 994 de log resultados da fagoeitoajg
de las cepas MM 27, MN 42 y MN 48 considaradas edtmo up dniegs
qrepe (§. Aureus) para cada uno de los nueva anipales denadores
da neutréfiles.

MiEMAL WED LA ATTHETICA BARAR LHTANDAR
Srspea m N
ComoiRg T L LA ] L% ]
CoRoaRo 3 (35 ] B, &
tmsEng & [ R o,
conin0 3 82,34 IEe. |
LU R 48,70 FLN
ARG X [ M
oRTe § .5 (AR
MALTS 4 68,42 #.4

&9 Redict vacht
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otras cuatro cen la prueba t de Student (coeficiente de seguridad
del 29%) encontrdndose diferencias significativas entre las cepas
de §. aureus subsp. apaerobius ( MVF 7SR: 53,67 £3,53 ¥ MVF 435R:
53,85 24,30) v §. aureus (MN 27: 63,16 £4,71; MN 42: 60,94 23,26}
MM 45: 64,44 3,22},

La tabla IV.7 refleia los mismos pardmetros estadisticos que
la IV.6 para cada una de las cepas investigadas considerando los
valores de fagocitosis cbtenidos en los ensayes con PHN de los
animales adultes en conjunto. Con los valores de esta tabla se
encontraron diferencias significativas en los resultades de
fagocitosis entre las cepas MVF 7S8R (66,47 z1,78) y MVF 435R
69,97 #3,06) y antre las cepas MVF 7SR (66,72 =1,78) ¥y MN 45
(70,14 =2,12).

Siguiende con los sstudics de significancia de los resulta-
das ewpuestes en las tablas IV.6 y IV.7 se compararon los
rasuitados de fagocitesis de las cepas de 5. aureus subsp.
anaerobius oktenidos con los PMN de corderos (parte superior de
1a tabla IV.€) coh los obtenidos con los PMN de adultos (parte
superior de la tabla IV,7) encontrdndose diferencias significati-
vas muy claras en los porcentajes de fagocitosis de dichas cepas
entre los PMN de los corderos y de los adulros. Asinisme, al
comparar los resultades de fagocitosis de las cepas de 5. zureus
cbtenidos con los PMN de les corderos (parte inferior de la tabla
IV.6) con los de los adultos (parie inferior de la tabla IV.T7)
se apreciaron diferencias significativas en todos los c&sos
excepto entre la cepa MN 27/PMN-corderos con las cepas MN 27/PMN-
adultas y MN 42/PMN-adulics.

En la tabla IV.8 se ha calculado la media aritmetica con su
error estindar para un ceeficiente de segurided del 99%% de les
resultados de fagogitosis de las eepas MVF 7SR v MVF ISR
consideradas come un lnico grupo {§. gureus sukep. anaerchius)
para cada urno de leos animales utilizados comc donaderes de
neutréfiles /cordercs 1 a Sy adultos 1 a 4). Al igual gue en los
casos anteéricres se céoparc ia media de cada uno de los animales
una a uwna con las del resto mediante la prueba t de Student
{coeficiente de seguridad del 9%%), encontrandcse diferencias
significativas en la fagocitcsis de S. ayreys subsp. apaerobius
entre %todos los animales jévenes y todos les adultos, Ademds,
comparandc los valores de los animales jovenes entre si se
observaron diferencias significativas entre el corderc ¢ {60,64
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*1,00) y el resto de los animales de este grupo {cordere l: 50,07
+8,03; cordero 2: 53,60 x5,31; cordero 3: 54,29 5,30 y cordero
5: 50,21 #£1,93) (fig. IV.é2). Haciende lo propio con los valores
de los animales adultos ho sSe encontraron diferencias significa-
tivas entre elleos (fig. IV.6a).

Los valores de la tabla IV.9 se han obtenido como los de la
takla IV.8, considerando las cepas MN 27, MN 42 y MN 45 comoc un
grupe unice (§. aureus). En la figura IV.6p se representan
graficamente todas las diferencias significativas encontradas
entre los diferentes animales. Comparando los resultados de cada
unc de los corderos con cada uno de los adultos aparecen.
diferencias significativas en todos los casos excepto entre el
cordero 4 (65,74 %6,64) con todos los adultos {(adulto 1: 66,70
£3,64; adulto 2: 87,17 %4,75; adulre 3: 70,33 23,32 y adulto 4:
68,42 +5,62) y entre el cordero 3 (63,39 =4,60) con los adultos
1 (66,70 %3,64) y 2 (67,17 #4,75) (figura IV.sb). Adenss,
comparando los valeres de los c¢orderoes entre si aparecen
diferencias significativas entre el corderc 1 con el resto de los
‘gorderos excepto con el 2 (figura IV.éb). Los animales adultos
no mostraron diferenclae significativas entre si.

Comparando los resultados de fagocitasis de los corderos con
§. aureyg subsp. anaerchius (parte suparior de la tabla IV.8) con
los de los mismos animales con S. augeus (parte superior de la
tabla IV.9) se encontraren las diferencias significativas que
aparecen reprasentadas graficamente en la figura IV.éc. Como
puede apreciarse en dicha figura Gnicamente no se hallaron
diferencias significativas entre el cor-4sana (cordero 4 con S.

aureusg subsp. anasrobius) con cor-2/aur (cerdero 2 con 4.
ayreys), cor-3/aur, cor-4/aur y cor-5/aur y entre el cor-3/ana

con cor-l/aur y cor-2/aur. Finalmente, haciendo 1la misma
comparacién en el caso de les animales adultos entre los
resultados con §. aureys subsp, aflaexokius (parte infericr de la
tabla IV,8} y los resultades con §. aureus (parte inferior de la
tabla IV.9) no se encoptrarcn diferencias significativas 'en
ninguno de los casos,

IV.5.2. Andlisis astadistico de los rasultados de suparvi-
vencia intracelular,

Al igual que en el casc de la fagocitosis, para facilitar
el andlisis estadistico, se han elaborado las tablas IV,i0 a

g1 besus tagas



Figura IV.6a. Fepregsentacion grdfica de las diferencias
signifizativas (sombreado) encontradas entre los diferentan
animales en los estudios de fagocitosis frente a las cepas de 3,
2urgug subsp. anasrobiul.
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Flgura IV.&b, Representacién grafica de las diferenclas
significativag (sombreade} encontradas entre los diferentes
aninales en ios estudios de fagocitosis frente a las cepas de 3.
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FiguTs IV.8¢. Pepresentacién grdfica de las diferencias
siynificativas  (sombreadsn) encontradas en los estudios de
faporitnsis entre §. aurduys suhsp. armershius v §. auxeus cuande
RE enplean P de Cordersy.
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IV.13 a partir de los resultados de supervivencia intracelular
a los 30, 60 y 90 minutos expuestos en las tablas IV.1 a IV,S.

En la tabla IV.10 se expresa la media aritmética con su
error estandar para un coeficlente de seguridad del 99% de los
resultados ds supervivencia intracelular a las 30, 60 y 30
minutos de cada una de las cepas de estafilococos investigadas
considerando los valores obtenldes con los PMN de los animales
jovenes en <onjunte. En los tras tlempos considerados se
encentraron diferencias significativas en los porceptajes de
supervivencia intracelular entre las cepas de §. aureus subsp.
anaerokius v las de §. aureus.

La tabla IV.11 es andloga a la IV,.10 pero, en este caso, se
consideran los valores de supervivencia intracelular cobtenidos
en 1os ensayos con PMN de los animales adultos en conjunte a los
20, 60 y 80 minutos, A los 30 minutos solamente se hallaron
diferencias significativas entre las cepas MVF 423SR (0,80 =0,07)
y la cepa MN 45 (0,66 *0,06) ¥ a los 60 minutos unicamente entre
la cepa MVF 7SR (0,68 0,03) y 1la MN 27 (3,04 #0,23). Sin
embargo, a los 90 ninutos se detectaron diferencias significati-
vas encre las cepa MVF 78R (1,21 20,29} y todas las cepas de §.
gureus (MN 27:; 0,58 =0,08: MN 42: 0,59 0,07 y MN 45: 0,71
z0,33).,

Continuando con los estudios de significancia de los
resultados expuestos en las tablas IV.10 y IV.1]l se compararon
leos resultados de supervivencia intracelular a los 30, 60 y 90
minutos de las cepas de S, aureys subsp. anaercbjus obtenidos con
los PMN de corderos (parte superior de la tabla IV.10) con los
obtenidos con los PMN de adultps (parte superior de la tabla
IV.11) encontrande que no hay diferencias significativas en
ningunc de los casos excepto, a leos 60 minutes, entre la cepa MVF
75R/adu con la MVF 7SR/cor y con la MVE 43SR/cor de §. aureus
subsp, gpaerobius. Asimismo, al comparar les resultades de
supervivencia intracelular a los 30, 60 y 90 minutes de las cepas
de S aureus obtenidos con los PMN de los corderos {parte infer%or
de la tabla IV.10) con los de los adultos (parte inferior de la
tabla IV,11} se apreciaron diferencias significativas muy claras
en los porcentajes de supervivencia intracelular de dichas cepas
entre los PMN de los corderos y de los adultos. A
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Tabia IV.10. Medls aritmética con su error estindar para un
coeficiente de seguridad del 9%%Y de los resultados da
supervivensia intracelular a los 36, 60 y %0 minutos considerando
los valoras obtenidos con los PMY de los aninales jdvenes en
soriunto.

I [+ 2] 39 minto d 5 singtod % minstos

wE Te 4.7 2 C.99 10,22 1,82 00,08

.Mua [ SRS | G, 2, ¢ .9 .9

4 w27 R 7,57 16,96 0,42 05,08
, A2 [P0 L0 T G,33 20,04 0,35 85,83 -

LR o4 1198 2,35 12,05 .36 40,01

Takla IV.il. Madia aritzetica c<on su error estandar para un
confiziente da  geguridad del 99% de lom  resultados de
suparyivencia intracelular a log 30, 60 ¥y 20 minutos considerande
4 walaras obtenides zon Lo PMN de los animales adultos en

Lamra,

’; nee, ® vina 0 winutos 0 wirtos

g wer Py 178 et 0,58 30,03 T, 50,29

i oot i 182 a0 97 8.7 0,04 0,84 10,37
- 57T e 1.0 19,28 0.50 20,09
LR B < 0 0,87 0.3 0.3 o, 07

i - oas 2 &5 13,38 042 52,13 0,71 20,13
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rakls V.12, Media aritmética con gsu ervor estindar para un
coeficients  de sgeguridad del 9593 de Jleos resultados de
gaparvivencia intracelular a los 30, &0 ¥ 90 minutos de las cepas
HYF 78R Y NVF 438R consideradas como un dnico grupo (8. ayxausg
pubsp. ARASKOBius) para cada uno de los nueva animales donadores

de IR

AATRAL 30 wiratos &0 mirntoa 9 wimnstos

coReERs 1 0,43 10,49 1,12 40,5% 1,43 10,41

- concern 3 8,74 30,0 0,58 10,24 1,08 10,27
poaesmy 3 0,73 20,1 0,96 20,29 0,8 40,29

qokeANG 4 6,39 10,0 4,57 10,03 0,43 10,03
oestrg § 0,88 10,3% 1,3 10,19 1,08 19,24

ALTG 4,81 10,8 0,69 10,09 0,8 50,1

AULTD 2 0,89 20,08 0,68 10,10 1,49 20,08

ADKTD 3 0,80 20,05 4,72 10,02 6,9 o0 4

MALTO & 8,82 10,97 0,7 20,0% 9,89 «0.08

rabla IV.13. Kedla aritmética c<on su error astdndar para un
gotificlente de seguridad del 95% de 1ps resultados de
sapervivencia lntracelular a los 30, 60 y 90 minutos de las cepas
MH &7, MH 42 y MN 45 conslderadas como un tnico grupe (8. aureus)
para cada uno da los nueve animales donadores de PMN,

R 5 afrston 60 wirmas o wingtes «
foesqey 1 0,28 40,95 0,31 0,03 0,36 10,02
s 2 3,30 20,11 0,29 30,08 0.3 10,67
IRERs 2,34 19,07 g, kY 20,04 9,32 0, 0%
o0 4 0,3 10,07 0,40 10,10 9,42 10,57
Ry § 0,33 10,07 0.13 19,05 0,38 4,04 )
AT 1 0,76 #0,05 6,92 i, 18 4,%% 20,07
oA 3 9,73 10,09 1,01 10,4 0.%8 14,09
oo ¥ 0,61 10,08 0,70 49,14 6,8 40,07
WATY & 0,68 10,11 0N 0,70 20,99
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En la ®abla IV..: ®& ha calculado 13 rmedia aritretica con
su erpur estandar para un cceflciente de segurlidad dael 6% de 1mm
resultadss S8 supervivencia intracelular a los 30, &l ¢ ap
minuTos de LA cepas MVF TSR y MVF 435R consideradas coms un
urinZ SRupt (S, AukesE Subsp. gnaerghiui) para cada ung e g
anivales 3:madores 2e PMN. Come puede apreciarse en la ig.
1v.7.1 las diferencias significativas encontradas entre log

diferannes animales a los 10 (fig. IV.7.1.8), 62 (fig. IV.7.1.m)

yown omanatns (Fig, IV.TL Lo fueron heterogengas en funzizn de
L8 wdad de ins aninales. ES decix, no s& detectarcn difereng:
siynifloativas en los perrentales de superviventia intracelulay
0%, AulGkk fubip. anasrsbiug entre el grupo de arimales 5o

voel de adLling.

Ia zacia TV.LY ms semesante a la IV, 12 gonsiderandc las
JeEAs MN ST, MM oWl o MM 4f como oudn uGniSco arvpeo (B, aukeNs; . En
Los tren wiempos tonsuleradus (30, &0 vy %0 ainutas) se hallaron
difacancias sagnificativas en los porcentaljes da gupervivenc)
emrarelular e 8. Aurdss enbtre todos LO8 animales Tovanes
radps o Log adultas (fly. I0.T 30, Topo puadd SEservarse en o la fig.

i, adicioralpente se detectarcn difarencias signifizativas,

3 nere @i adulte L 1,76 Il Vol Iorh L E)
4 .38 B minunos entre el roarder: .0, 43 20,0€; ¥ lca
P LTI oy e IR, 39 2008y entrye el adulno 2
U Vi T om, W)

Upppavandn Los ramultadis de supervivencia intradecaiar a
LEs 3N, 40 oy B0 omiautss de log cerdercs Sun §. Qukems Suksp.

-ﬁc

L¥3
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# e

Ed -

SELenE  S4D3D. AZMAFSRILAY  C0N Coredsaur ssrieys 2 Z-
FdbBud . 0T~ ] AT, IIved aur ¥ ggr-foaury. Finmalmente, naciends
SR OBLERA JIRPAFATION &7 @) DABD de lum animales adultIB €nLYe LIS
B 0EN §. RuLEAR BLLED. gnascor.on osaete LnfErllr e LB

Tl Y Lwa resuitades oon §. anlaus iparte whiferiir de

SHOLTY das Alfarencias significativas enceontradas faercn
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Figura IV.7.1. Representacion grifica de las diferencias
significativas {sempreado) encontradas entre lgs diferentes
animales en los estudios de supervivencia intracelular de las
cepas de §. aureuz subsp. anaerobjus a los 30 {7.1.a), 60 [7.1.b)
y 90 minutos (7.3.¢).
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Figura IV.?7.1. Representacion grafica de las diferancias
sigrificativas (sombreads) encontradas entre lo.v: diferentes
anirales en 161 estudios de supervivencia intracelular de lag
zapas de 8. Aureus a los 20 {7.2.a), 60 (7.2.L) ¥ %0 nminutos
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ﬂwra(ﬂ;;; Hapresentacion gqrafica da las diferencias signifizaw
vivag (SeBlreada) encontradas entre I, gursus subsp. ,;m,'gam»igi:‘
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I¥.5.3. Analisis del grado de correlacion entre fagocivosi,
y supsrvivencia intracelular,

En este estudic cuando nes referimts a 5. aureus subzp.
anasrobivg o 3 §. AMLEUR asTanes expresanda los ragultadsog 2
aqoc;toms considerande a las dos [MVF 75R ¥ MVF 418F) ¢ a las

es cepas {(MN 27, MN 42 y MN 45) de cada una de las bacterjay
en canjunto. Lo misme ocurre al hablar del grupo da animales
ccvenes (cordercs 1 a 3; y del de adultos (adultos 1 a 4. Los
rgsultados del estudic del grado de correlacién entre MY
satafilecooos fagositados en 18 minutes y las bacterias supervie
vieantes intracelulares tranacurridos 30, 60 y 30 minutes aparagen
refiejados cuantitativamente en las tablas IV.14 y V.15 y de
farma grafica en las figuras IV.9 y IV.10,

1" A L»

na fagocitos:d ¥y la suparvivencia intraceluiar de 3. ayreus
UESE. BnAeyab.us oon PMM oblenides de sangre cirgulante as
animaies Joévenes (cordercs 1 oa 5) presentan unos valores dg
szrralacion inversa de ~0,80, -0,82 y -0,81 a lcg 10, 60 y %0
inutes de lnoubaclion  respectivamente  (tabla IV.14). Egtug
'.a‘“ze del :oefiziente de correlacien indican gue a redida gque
iiaminuye el porsentaje de 3. Aureus subsp. aNAGrobius fagocita-
iTs aumanta el POTCENTALE Ge 10D MISTOH HSUpPRIYVIVIeNnt®: Antratelys
Larmente, Y que 5108 porcentajes de supervivencia son inferigres
32 jop 30 minuteos de Incubacion {fig. IV.%a) gue transcurrides &3
‘fig. FV.ED) v 30 minutos (f£ig. IV.9g).

En la taria IV.14 tarmbien #%¢ nuestran los goeficientes de
TITTRLACLIN BNYTE 1T% rasuitades de Tagooltonlia de §. AupBug v
25 BupervivanIia Lntracelular a leos 30 (0,38), &0 (£,83) ¥y %¢
mingtog (0,%1) <on PMN obtenides d¢ sangre circulante de log
animales ‘ovenes. Estos coeficientes de corralacion de signs
apueste a log cktenidcs con 5. aureug subsp. gnaersb.us exprosan
una ¢orresacien directa, esuo es, cuando aumenta @l porcantale
iz IagOoCLIOSlS aumenta lambien e, poroentaje e supervavencia
irtracelular de §. aureus ccome puede apreciarse en lags figuras
Iv.%d (a los 10 minutes), fig. IV.%e (a les 60) y IV.3f (a ius
%0).

En la takla IV.1% se expresan los coeficlientes de correla-
cign entre los porcentajes de fagocitousis y de supervivencia
intracelular de §. aureus subsp. anaerobius y de S. aurays cuanpde
los engayos se hicierson con PMMN de sangra circulants de animales
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Takla IV.14. Coeficiente de Correlacién enmtre las basserias (3.
aukeng subsp. apasroebing ¥y 8. auraus) fagocitadas ¢ lag
gupervivientas intracelularen trangeurridos 19, ¢0 y 990 minutes
suardo los enSayos $e reallZaron con M obtenides de sargre
circulante del grupo de animales jévenes [gorderss 1 a 5,

i BACTEALA ¥ TIRWPO DR INCLMATION COEBILIGNTY BE DORATLACICH | COMARLAKSA
i 3 miwto X <143
0 miegeos 1,08 S
MW witeston 9.8 1.8t
M bt .38 : .0
&0 mirgtos LY 1.1
M winuton 8,81 a4t

Tabla IV.13. Coeficienta da wnrrelasién wntye las pacteriase (F.
aarsdad subap. apaexobiud v 8. aukeus) fagociradas y las
superviviantes intracelulares transsurrideos 3D, &0 y 90 mirutos
tuando los ansayes se realliaron con PMN obtenidos Se sangre
sirzuiante del grupe 42 aninales adultes (adultos 1 a 4.

BACTEIIA y (10000 OF Em3MaArion COEFICIZNTE B CORRELAGIOM | CowAd EOARA
0 3 wheutos 2,7 9,23
4. e sdbop. marotlis ﬁ ) wivtos 3,48 3.8
I v minno 3.94 XY
ﬁ_ M wimton 873 IR
5. mma o mianes ¥ j gk
i 90 mimaoh a,m IR
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Figura IV.1%2. Gepresentacion gratica del grade de vorrelsavion entre jos porcentsies de tagocitomis
y de aupervivencia cuarde (08 essayos Be
circulante del grupo de animaiez adultos.
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inflamanoria desde Llas f4-48 hogan postingewlagion (R.p. 1. nas%a
£l pomente de gu gseerificie al »es y mediw. lA4g alteradisnes 5
inigiaren gon la formadion de uma papuwla a lag S4=4% bavas, e
aupentaba progresivamante da tazmado, aleamgands a log Clomg Aids
unh diametrs de 1.3 om. La piel de la zome ingouwlads aparesd i
alopasiva, enrsjecida vy <allente. Isa gangliesd ragissales
explorables (subiliaes ¥y gervisal ewparficial @1 laisyal
izguierde) o8 encontrabam lideraments Ripertvdf.ose desde lam 4%
f.p.oi.

Durante los cingw primersda d.p. L. B reqlstes un Ligerva
auzente de la temperatura ggxperal 143,23 "8 e reslRio
posterigrmenta. En estos prineres 4iag %a apresic difiowltad de
apeyo tn la axtrenidad rardgica inooulada.

A los acho dias oe apregiaba clarsnenta la fowmar.on A
apszesds en ios puntos da insoulacion, de apres.psdamants dod OB
de didaatro en la estremidad fordcica y 49 agrosisddaseniae §oeg
centinatyros v aedly de didmetrs er la regien sasral [¥ig. Iv.Ri).
Entre log dias diez y gatorce p.i. 93 absdsges flistulizaren
expulsando un contanide purulenks espass y werdess (fig. 1v. 14
dol que ge alsld on todss los 2508 §. JWreuns 5wboP. ANAALLLLNE.
Log gangliss cervigal superficial ¥ subiilisso del lage Llwpewldds
tizgulards) se engontraban infartadss 8 La palpanids oo Yespenta
a sus hondloeges del lads derecho.

En el transcurss de 13 versera, owarta y uiiia ddnans se
shusrvaren er los puntos de inaculacion awevas £la%ul ianionas,
alqunas da ellas uloaradas, otras antiguan y serfadas y oTgas
recienten, por 1as gue Fluia el pul caragreristios. XL tamata de
jos abscesvs ge reducis CoRsidaraplenents A Dedids gue Tranetiee
reia el tiemps, porse oe gangliss  worvisal wwpeyfazial
aubiliage izquierdss de los 4oz animalea se encaniyahan PasTarLe
infartadss com respechty 3 Bus  ROECRLRes  Beli lads  dereai
Agimiemo, 1os animaias estakan hds decaidgs y oomlan Bens® TN
ol gpnsiguiente Yeyrasd an ou Sretimienty.

A las peis samanas las lesionas epn (2% puntes de v L BT 6
zastraban una regresidn miy evidente. miesiras gue |29 ganglios
regionales del lade incgwlade segulan muy infartadng. Mesds . en
1a zona de exploracisn del ganglie subilisee izgeierds de wmgp de
los aninales se apreciaba un gran abultasientz (fig. IV.13r.

16% Paygtl awiy
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Ev i reuyopsla. reziozada a [as §lete Se@TANAS. las les.cres
d@ % AxnTemidad nopacica aparecian sicatrviiatias, pero el FANGLLD
vervizal superfinial ..:q; werda de lns dos SabYitys ge encontraka

vagtante (nfartads con razperto Al derevnd. Tamkidn las lesicnen
gel punto de inocuiacisn del flateco Nablan cicatrizadn vy oen gns
de los aninales el Jangiis subiliaco i2quierdo se encortraka
tastante infarcads. En el orro cabrito, oue extarnanente mostraba
NRLgran abultammnta, 2¢ encontry un abkscest en el ganglis

sambaans soguierds. Lna ovez disaiada L i9sion 28 onmervo a)
ganglio muy nipertead¥ic: ¢, adosads a el, una estradtura 38 4 x
5o man o manos firra o fludtuante gQue 4ma Vel anierta ag
SOTr@RLONALN LaR LN tLr.os absdess rodesdo de una gruasa fapsula
CanyuntLYd L fay. IV, Le

a8 ®stnp doa animales aparenerpn
an & rnrares.

Bl radta da oo
S0 ALLATATLIT®E TATENE NN

CARETOE, LI% JANG.. 0B L0 ¥arinns cervical saperta-
ri o del Lateral derechy ina lndehllads) ho promentas
Ean ::t}.wmz'.‘. ATATALLAN  JIBTYRNARANTA AULLVARLE
NiparEiasis Er &L Jangi.o Bublllaco ligquierds,
T DACIREUIRLIABENTE  DUAEantALAa  un ARSOes, S8 aprediabar

sial oy wubl

TEENa 3 CLMREIentEes NARLTL2LeB de @ata lesLsn, an
capgdla e ve TrmtanTive AN vasas
LD L eRres, SHNTTAL PReUTSL Lo
TOINTARLE EQATIH ~ATED LBTLmILTT @

TAIVIE an el
ALT LN AL

SIPIEAL T YL AR T

@
]

FREBEVE L& presfancLa de oo
LenRriny SeL akacess.  Tava

Thew,

SVLE LT AnANLsAtealRl anElinalaasRiRE .

LA% ALTAracLonss ansurrrada® en Log 108 arimales ansolladny
fangal DURBT.  BAASLRLAB ';,-';: WAR O LTUIEATLEL AT e L4
fewiral de L3 e«treTidad Telolana lrfulerdd se dsnariien

CRRTEAet e Aada su %

Eates sfimales Presentarsn U fumerhts 44 .3 temperaturs
SETpaEal (4.0 0 aslh coms rearcion Sslurosa a la pmipa oA en
el punts de irsgularcion y #.ficultsd de apoyo f@ La extrenidad
insvalada durante 183 suatro primerss 4.p.i. Les  ganglics

Y s IR
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LinfAticrs reyionales Gxpliratles no rresentarosn »adifioacc mnes
gn 8y LABARY Zon respadts B Sws homslogos del laversl darecho.

A ia semana y media p.ol. 58 aprasiaba ern al pantum de
ippculacion uh abultanisnty nacia el extavisr muy evidests, P
auments progresivamente de tamafo v e narmine per fistul izar
al cabn de cuatro semanas, fluyenda un pus ge colsrasidn verdoss
del gue sa alsla la bacteria inodulada. A pariir de as%a pi.mera
Zimtullizagidn, y hasta el monento de su s32rificla, #8 obseryarsn
muatiples fistull2aciones seguidas de Clgatrizasism, La Leslids
englobaba la region de eapluragion del gamylls poplites, poy lu
gue no pudo Racerse un seguimlents de la poaiple isfaysagise de
este garglis durants la edperliencia.

In la necropsia, reallizada 2 las sieve sesaras, las lenishes
spavecieron locallgades en la region meesulsr imosulsga 0 Pay
Iv.16) . Disevando 1a 2ona e encontraros en ia prominsdad dal
ganglio poplitec dos sbadesos biedl ancapsulsdas es una d@ 108
aninales y tres eh al atrs. Jo todus ellos ae ainle §. AniSHg
AUDER. ADASINbiNg- En amsos anamalen, #in eakapgs. &L garsyily
prplites prasantaba uh tamads practicaseria porsal . Adenasm . an
unt da los anamales el ganglin esugrpta L2yguiards 8a%aRd Wy
irfartado en relagion oon gu Mensliuge del lade gderemhe 7Ly
TVLLT). AL realizar un corta longitsdinal de este ganglia A
encHatre un peguehs Ince purulenta dal gue 38 alsis 14 subedped.e
1n estafilocows Lnoculada,

R

Fn el reato de 108 organsd da aatad ANAPALRE R 5@ @ng
vomoalrerasiondd BSasroncdpioas lgnas de REendgLon.

IV.6. 1.0, ADADAL SheaskdBD GEER LeAbkeEa 85 B 4Dumm A8
i haAEASNSE BRESSRALSAY & ~OLLABNSARLAREE .

Eate anizal, gue no fug Pocalads, pevtaresis duyante T4
L2 fase de experimentasion e CORUBNED ©5n L5 ANPALed LNOeLaa-
408 POF VLA LNTramusouiAT ¥ oSunculinan.

An

A las guatro sapanas del inicls de la experiwnslad ¥4 2PLrecid
U ligers apultanients &m 1y reqion parshided 4Sresia gue Mmenty
capidanente de tamafe Rasidndese nuy evidenta a La8 4LMEG S@ABLAS
(£ig. IV.18). A las selg semands el apusesn Fistulizd, ¥ daxl pus
espese ¥ verdosn pe aisle en oultive pure J. 2RUBuR BB .

£ -
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Alvededor dn ls sex®a gemana ounAnzd tanbién a4 apreciarse
ura nfartagisn evidante del ganglie cervical superficial
dgracian. En el ftransourss de 13 septima vy oCtava senand pLi. ia
LR5ian de la reglerm parotidea fue remitiends paylatinamantea,
mienvras gue la alteracion del ganglio cervical superficial fue
sRe BAS evidantae.

Al raeslizar la secropsia del anipal, al final de la octava
BEEATA, #8 enCORLFAron sendsg akscesos en el ganglia paratidac
ierecho,. Jue 84 apreciabs ligeramente hipertrofico y hemorriagics,
¥y oan el garglis cervical superficial derache, que entaba muy
farrado, la apariencia sacrescopiza de estas lesidnes mra
tLhar A la descriva en el apartads IV.4.1, con la unipa
adivedad de que 1a pared anterma del absceso encontyads en al

won garglios nandipuliar vy retrsfarihgen lateral iiguierdos
F8 gnosntranan  ligeranents hipertvolicos y hemorragicom ocon
rREpeUto & sus homdlogos, pard no presantaban absoeso Blguns.

Iv.g. 1.4 Inscxlaclioned Brashizands ineigisnes cukansas.
Ll mres anizales Inoouladis de esta forrma oan la pepa MUY

da F. ureus sSIsp. ANAGYONLLE PYessntaronr unid svalusasn
iar, por lo gue gus alreraciones se fescriviran conjuntamen-

TR

En la flg. IV, 19 pusden apraciarse las inciwienes pracoicas
SEE o oar 13 axtredidad Tarvacica por entisa de la artivulacion
AT LENA 8N uhe de lig arima.es antes de praceder a la nooulas

e estd Bigma forma se prachticargn otras tres invisicones
LaRle inferisr.

faramts la privera zemana p.i. mo se aprecic alteracion
#.gena AL en los puntes da insuulasien ni en lzs gangliocs
sinfatloes vegiumales exploranles. Tramscurride este tiemps
LoBenid & apresiarss und ligera hipertrofia de les ganglios
sardibalar y paretides izquisrdss con respecto 3 sus homdlogoa
dal lade dereshs. ASimimas, Se CONETAtO una ligera slevacion de
ia tenperaturay corperal {49.% "0, La infartacion gasyliznar se
higw mas evidente a medida gue transcurria el tiempe.

igs Bopu hact
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A lag dna Samanas 1a Tenfevatura CDEPOral 83 nErmal ¥ o La
ripertrafia de los ganglios S la cabe2a zontiruaba en aundenta
K1 mismn tienps fe deventaba wuna ligera infartavion Sl gamglis
ceyvicAl superficial Ligquierds gue con el Lampn Tamgien fan
aunantands de tamahy

A partir de las tIas #emanss y media an Todos o4 ANIBALes
ga ounstatabd la presancia 49 APGS8SOd TANLY am LA TegLon
aandiboiar fig,. IV.IO) A slspie vishad comn oaen L3 2oma 3w
ganglis cervical del .a%aral lnogulads par paipagice

La necrop®ia de lon arimaled 2a realizd a iag £iv09 Sas4ias
groontrandose on YH4A08 GLLlog ARSTABLS 4D L0 JANYL L0 AN L Bu .k
(Faga. IVWdl oy IV.AE) oy marvisal superfiesal Fig.
siyulerdes, que, aderaAs, s6 endonrtrazan muy hlﬁ&%mﬁgfatw
ARPACLY BALIOBEOpicY 20 e5TAS LABiUMSeS ewa SiMLiAr AL ﬁﬁ%*T\Fi
en el apartade de inofulaciones ubCuTARAAL, B BLRR La pay
rersa del abasess encantrade eh el gangliw @arvios) aElsena
rgmarragica (Sig. V.43, De hRodog 108 ABRCOBLS AN AUDATEE %A
s:8la la pacmeria inoculada,

In o tedag l08 ancnales 1sa aana;‘m parstiden y verzsfar.

ateral de. BASMO LAY en Pue B0 BAL.ARa |, PANGLLH WA
son ABBERBE @8TARAN LliFavanente Nipertrsiivea LT T
nomaLeies CRARg. IV.3N) . Lo retyafAaringess lATRTALAE  aslanan
alenan NeRASYraAFioos.

fn gl raste de Lug ITGATYE O ARANGSLANDD ALTerasiines
rapTaaciplieas eviderntoa.

Histologicanarte, Lag JeAinhes ancantyadas en (04 RE3cesds
aanglionares ne d.fleren f4 LA Apurtaias ArLIVLIEREMNRE 6N 4.
apartads de nOCulationes suBCutINeds. he aprerian Lan
a3 nak,ouales de .o akagess: ana Zapsvia 49 Tevide
TIATOBD, 277 VABLS ¥ LALGLAS BONOTULLAAYAS. Mt
TRRTEAL MenIITIES e DOmTLeNs TAENIE SRl ..apes.

HCURLLDE FARGLLLE $ASCIATO8 ARLARLIDIMEOREE TR MO PresanTRRAN
ADSTEIHE pOrs 98 wRCInLrapan ligeranente infartades mﬁﬁ.rahaﬁ Eaat)
azTivacien evidente del cortex Yon 4n alevads numers de fHliZe.9s
activadog.

L] g L
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Lemin Zang LBANAEE D 8L 4razn ae
ASAEORE SuBANSAS.

I esta arimal 2 nDsaAFVS ALTeracion aliuna duyrante al
dasarralls de la fase gwner.mental ni se ENCONNYAYON lesicnes an

LA SeUrSESLN Tealuada A laz JInIo femands.

1¥.6.2, Inoculaciones experimsaatales en corderos,

VLB 0L LROEMATL.sAR LED A3 R0ER MUE SLT 3 5. auna.s

Bai B8 ARIBEALLAH -

Emowne e Low ooraeras anooulados no oge Jonatati alteracion
ALguia 3 LD Largs ds Toua ja axperiensld oL oen log puntos de

WROCULATLAN NL AN L0 TANGLINS LITSATLINS reqacnales einlirak.aed.

Tl oo oanindis ya Surantd la privera semana p.ol. comenz2
A ARreLATES
Lid o ardn. Turanve Lo Res

Laggea rmiparcvafia des ganglle randibulax

BEMATA 2CUrIii UTYO Lanto oon el
AN, LU Teyv.Tas supartirial del lade inooulade. ¥noambog Tasos,
WAL A DEGYTIA &M LA wim, aas alteraviones faeyse
arLandsne vas evidantes oun &l Tierpo aprvediandosa a
YLRETE A LAY OTTEE O SUATIY Bavanai.

FoRa L

In mingan moments se detelti LnIrenantd e Terperat.ra en

IMOLA MRITOESLIA, UAALLAALA A LAR SLDCD SamAnAs, 98

gandad Bbscegss gn 2. gatgLn mandibular iaguiewds MLy
. FAMELLLOIET.
T Ul a2 Tivd A ot Telo LAB LEBLONeS QUAN e nLER
1o.a8 Senor.ias en antar. lves ayartaips. Ll rests de ;auwﬂ.:$ in

Losaper¥ioud. Liguierds ¥

SA TRESA IpAIAvNLIed ; revifaringes LATars. ApATQULersn NArnaLes
UL Lravanenta irdfartados Ylg. IVoda

. Fargl e
TENLE @6 ALSTABN, FYESUNTAIA ensa
BA 4R AEGTeNMRtE del rumers y tamaiho de jos folisulos, meostrando

3 zona

BRIYCAE gerninaLes evidentss :figm. IV.EE® v IV.3%7. En la
edtarisy al gamglizs s epraciasd flbrosis ¥y en el tentr
TEATTLION purulenta wor seutrpilios y material necrotics. Los
Fang. 198 pandibular, parstides y revyofaringes lateral izguierdes
reatraman un clars fendmaro de astivacion del ndértex ganglionar.

Y5 TERA
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In A ratyinsas del cizders  gud g BMOBNYd BLTOTRLITES
Furante (a2 experlensia Ga ensLatrALeT, COme WA 1eRLsn B
supiEA deartacanle,  dua faoosg yurﬂ_mvta LNR L T ST TAVE - T Y
creezicy del ganglio mandivalar deraocn o frg. 0007 88 138 Yua
zm ALEL0 B, RUIGME BubED. ANASILS.LD. iAo LlIGiCARente. el
Anglin N AGAYeLLa visiTlienanta Aov.vwads. Ino

LROREEA PRTRIEE
mizal 2 SbReLVE 1a presenrdia df e2To8 BIOYDADITSSSE ML W7
macrafages da ousyps vingibie (flg. Y 10y . Ae gevsmral, en s
sargllion 44 e3fie anizal 2 i8tacUo  ara  efoaBld RO
Jardlionar. KN o8 oovdones fedulires B2 3e7e005 L4 LYRSEnT.A ds
SHLLLAR GAASRATICAS, LRta Farumang Sa obBerva 8n LOR Beng. g 8,
LAy Lpguierds pevuy A9 gw Lrg Ael deresia.

Fl animal empledds Joaz <asf.ge &0 @8ta JUUPS A0 Presdn
AL ERTATLANes durante 14 fasa sapsrizentrl ni doraste s& rdss.-
TAT NN 38 LA PACTORSLS.

B R I e S S

Lop 358 ANLMALES Lrodulados zoo
pLvarag.isnes eviden %ms Auranta Lag oo
FETREIBnRMA. Bl unLoE
g REreTiaBa una : LEBEFIHE LA MR L 0d GARYLIZE BEnd.
coarvrzal superficial frguierdes S REGRE A Bud DEEmL LT
e A dersdhaA, Perd e4ta AL N4yaaLie Semlt.sn CARYA 2.
Lmldaial al 2abe da una semana.

s W

“ioan la ﬂ@””%ﬁﬁ;a nhoeR 4L pasterisy #3Tuadil £oRlaga-

B8 NALLAYLT LeBLTRes RV .S TRE .

Zn anizal ew;‘aad@ TEEE GREL LGN @N GHTE Jree g preassriw
wlneracLanes flytas A9 neng Faracma La Uhza Rxpayil®acTs, o

MET-RAT-T B B raa;;zar L4 reLvIpsla,

IV.6.3. InGCulACiUnes GXPAFINEnlALEn AR 2VEIAS @B LALTISLDN.

TR e 08 ATLmALes GTLLLIRd0Y 8N eRTA AUTLMLY RERAXTIILAFT
al dia sigviente e LA LMa9elacion iS4 TASLNLE FARETENCEA BAL
ANARIANRAG RS BETANE, POP b8 Fus $uS resullades na se fond.de-
ran., A Le largs de Toda 13 experleniia an | DL AN
ragtantes N0 ge detesnd BACTerid alyuand Tue Faara i, f.gda3
Pabng. ANAGIebiss.

2ALER
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Frolas naglad IV.LE 4 V.0 se exponen 1os reswitades da lgg
reouantos dlarids de 2elulas symaricas y de bacteriasm efestyadng
gr amkag FARAs para las ovejas R, B, LN, LB y N respectivamenta,
Eevas mieacs regultados se expresan grafjcanente en las figuras
ispares de la IV.31 a IV.i5. Los recuentos de celulas sopaticas
#¢ mxprazas es numars Jde Zelulas por Bi o de leche y lss de
panTer.as, realiradns on agar sangre, en unidades formadsras de
caluvmza per ol de .eche (uforml). En las tabnlas antericras ga
rRongan Adsmas, PAYA 1o 1.5%inic3 aninales, la proadutoicn lasiea
ar @l de a4 uma Jda .45 mamas y la tenperatura oorporal en
Jradea gentlovs Irosaz figuras pares de la IV.IZ a 13 V.49
38 axprefan sraficanenta estos redwitadss. De la ovela R iTakla
YoLE oy fig. IV.1d) om0 me dispone de datos gocre la produstcion
lactea.

WA preana I Jalifornia, ah realizavse  inrediatatenty
2egpues de fomay .3 puestra de leche, nod permitiv hacer una
primars esrtizaz:in dal nupars de celulad somatisas nasts disponey

de o8 yesuertos .Labsratoriales precisds. For eilo, 1o resulta-
ism de esta pr.sha na apareden axpresadsos an las Tablas.

gn funos
Lns rasiliad

23 de la ¥empuesta ¢linicad a lag inoouylaciones y de
AMATHELLLIPLG08 pueden gstaDiagerse 305 Jrunos de
BriTaLles. L e eilzs eataris formadsa por las ovelas B oy %, en
JRE IwE@ MO Be dsfectayon aiterazisney olinicas y saiapente se
A:BLAren Lanterlam A4 13 leshe Suranta las primeras 4% horas p...
L. nUER LI LUTEEYATLAN LAB cag LKL oy N que Bl opresantapnn
ALAaN FTaUs de respueesTa ILakica. Adenmas. de .a leche de est:is
ARLDALES 38 ALTLATIN SACTeslas no #0lo Los dia% sigusentes a la
PEEW LAY %MD d.TAR e DUBT.vTLE PErLoUdsS gue se (nterialacar
TRMOETLSA AT LEE JNe MO SELE LLNRTracion da §. Ruraus SuRep.
ASIaEALE .

Mgl gumnan B ou R
En L2 2vera B odestaca o) SaUs mumars de hacterias gresantes

#h 14 Leche 08 des primercs dias postinoculacien (I8 Wi mL.

BihE Ul R ILEDPAsd de uwn incremenmte moderade de los recuentas

B8 welulas BumATifas em La rpams Lagcvulada (tabla IV.lé v fig.

P

Er iz ovala B se detesto un mayor runero de bacterias en la
wama imaouiada durante las 48 horas sigeientes a la ineculacien

L>]
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Tabls IV.16. Cvela Ry

gomaticas y de 4. auraus subnsp.
(imscalada; &
sxporientis, Tamwién figura la temperatuwra wozporal.

g Andsulada)

y devechs

resultadng de los sveguentos da oéluiaa

o la mama Lzywisrda

e largn da LA

WAL NRATRRADA WA BEAEEIA
o whofel | ohulas | Gewmraturs | ote | adlokae
A% 215084 [ T AN FL:Ce )
2 Q e M9 4 iy
¥ ] o4 L) 2 vy
? 2 A 5.8 &l i
1 g i ] .4 k] -
1 0 | n.s 3 ; 87
1 1 T m.a L “
" 1 B 4.8 4 ]
1 2 55 384 q s
[ 2 1] I S ]
H -3 B .6 ] 03
3 2 e ».? it L]
] E] Rkt W L] %20
K] 1 L] .8 a 5]
1 4 M n.a E ]
13 4 Y 8.0 9 s
'y k] k) L LI it
u 3 [ m nA ' ow
-3 7 Er:] | b2 %) 1 2 t T

Rzl LAl




Tabla I¥.17. Oveja Bt resultadss de log recuentes de ceélylas
somaticas y de §. augeug subsp. anagropius de la mama lzquierda
{inoealada) y  darecha (no  insguladal a lo largo de 1a
axparientia. Tamkidn figuran la produccicn lactea de ambas napag
y la temperatura sorporal.
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Tabia IV.10. Ovela LH: resultados de los vecuwsning de 24.lulis

+mAtivng v 98 3. Aureud oeHap. gnaerobiug 98 1a mama ligmlewida
wpeulada)  y  daresha (ne amsguladal a8 ke Large  da La
peperiensia. Tanbidn figuram la produsalss laArtea da anzay »akas
¥y o»A Tedperatulta Gorporal.
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Tabla IV.3%. Oveia LB: vesultades de les recuentos de calulas
somatioas vy de . aurass #ucdp. Anasrchiug de la mama lrguierds
cimcmylada) oy deresns  (na inedulada) a lo largs da la
geperiensia. Tamplaen figura la produscidn lactes Je anbas hazas
Y L@ temperatura sorparak.
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2akla IV.28. Ovela Wi resuitades da los reouenios Aa odlslax
syaaticas v de §. agrays subsp. ansarsbiud de la mama idaguliesda
cinoeslada)  y  derssha (ne inoswladal A Ln o jazgs 48 La
axpariancia. Tambien figuran la praduceion lactea de amizas mamaa
y la Lenperaltura «orparmi.
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rigura. IV.31. Oveja B: renuentos de células somdticas y de g,
AMERLA SUDSE. anjarshiug de la pasa izquierda {no lnoculada) ¥
deracha {incculada) a lo large de la experiencia.
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figars. IV.33. Qvela R: temperatura corporal a lo largoe da la
sxpariensia,
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Figura, I¥.33. Cvala B: revuentos de zd8iulas somatizas y de 3.
pareda subsp. Anaarpking de la mana iquierds (imseulada, ¥
daracha (n¢ Inotulada) a o largs de la axpariensia.
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Figura. IV.34, Ovaeda B: tenperatura garparal y produseisn [adtad
d4a La vama iZyuierda {inoeuwlada) ¥y derecha [ny ibgpulada; a la
largn de la experientia.
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Figura. IV.38. Ovela LN racusntos de celulas somaticas v de 3.
BarEwE Subsp. AnaskshiNg et la mama izguierda tinoculada)
derecna | ng inpwulada) & 1o largo de la exper:encia.
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Figara. IV,18, Cvala LE: Yesperatura forpsral y produccisn lavtea
i@ A PAma Ldquierds {inoouiagal ¥y derssha (ne .negulada) a iz
largo de La experiencia.
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rigura. 1¥.37. Oveda LB recuantos de céluias sond%icas v de 3.
AskEMg SubsP. anasrobiiug de la mama laguierda {ivsculasda; ¥y

daracha {ne ineoulada) a lo largo da la experiendia.
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yigura, IV.38. Ovela LB: tesperatura corparal y produselsen Laaten
ip L4 mamna izguierda (inooulada) y deregha (na insdulada) a Lo

iapga de la experiencia.
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Fijura. IV.29. oveja N: resusntus de celulas somaticas y de g,
BLI84E BUNEF. An2EERRiNE en la mams izquierda {lnocculada) y
daravka (nz inopulada) a lo largo de la experiencia.
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Figura. IV.49. Jveia N: temperatura «orperal y produccison lictea
e La mama ligulerda (ingeulada) y derecha (no ineculada) a 1o
LA0gn da L3 axperiancia.
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PEDLGEN Y B.DUY ulte, o nll. ¥y MU insrenentos 449 celulas somatioas
fugran alovadisinos (mayvores de 2 x 10" felulas al, =abla I¥.17
y Lig. 2V 30 Estow reuentos disninuyeron proyresivanentae nasta
ai 2ia 13 postintoulacion, para pusterlusrfents sufbair  Tres
ingrementos fuy claros eén los dias 17 (1,24 x 107 geluisssml), 1L
(1,98 x 107 celulas/zi) y 29 (3,13 x 10" colulas-ali, :perementos
Fas, Sin embargs, no se acoBpafaron de liberac.ion de Bicterias
an la lechs [takla JV.17 y fig. IV.23)- MAdenda, an es%a ovela 5e
ehservd un ligere incramentd de la nemperatura Lo H:ia6 &
gz a la inoculacisn ¥ upa elara disminucion da la produssion
lagnea de 1a pama inddulada (hapta aproxinadaments wnd Yeroeza

pArLe} oom respectn A 1a no ingguiada (tabla IV, 17 vy fig. lw. 4,

fin lan ovejas R Y B no 8g obBarvarsn aiteragionss Pl en .a
glamduia namaria ni en los ganglios Linf4ticos mamaries Surants
ia expavienzia. Tampocy en lag necropsias, reaiisadas 4 jog 34
dias en L4 avela R oy & los 16 an la B, ni an i35 esyudiss
niastopatoldgicos subsiguientas se hallaron lesiones dagatazables

.6.3.2. oyeias . &8 ¥ H.

En log Yros aninaled ge constato ut ligero indrements da .a
temperatura corperal durante las Ja=4B8 horasg sigulentea a3 la
inggulacidn.

Ix wstap tres zvelas, al igual gue en Las doa anteriares,
#6 3isiaron bacterias de la mama irmoulada Loz Jiags postarisres
2 1a inpculaglon, y 108 aislamientes se acapadarvon de resusntos
mry elevades de celulas somavicas, ouperisres a 2 » 19 oédlu-
tag.ml (nablaa IV.is, IV.L9 vy IV.Z0 ¥y figs. IV :f Iv.st oy
IV.19;. Este primer periods de presansid de pacierlas eh la leche
durs entre w8 ¥y §6 horas, sequn 108 aniddles. Adenas, an (o TTex
Sanpd, Tras unod diag en l98 que no fe detantaban pacteriam en
la lethe ¥ ®n les gue. oh gaeneral, habid unra paulatina dlaalnu=
Sisn de ios recuentos selulares, se detectarsn hueves perindos
de likeracicn de §. JuEens subsp. ANAGISDILSE Per i1 lecha.
caincidiendt otn estos pericdes se produpian,  en  feneral,
incrementos de log recuentos celulares, si blenm an la wwveta L2
¢l incremente de ce¢lulay se inlcio tres dins despues de la
iiberacién de estafiioccpcoes (taklas IV.18, IV.L% y I9.20 y
figuras IV.25, IV.37 y IV.39).
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18 U®lulap supaticas de las RARa® Mo inpoy—

NSRRI -
312% B8 MAnEuviercn muy 215 y practicamente SCNSLARTEs duranve
; 8, 14.1% ¢ IV.20 ¥ figuras Iv_o3g,

En ,;ag wamas :roduladng de las ovejas LE y N Se produic una
srrante dizmlmucion de la preoduscidn lictea (por encima del
Wowa i ;.,u.en.dm con los periodeos de liberacicn de bacteriag por
“a otesna itaglas ¥ L% v IV.1% oy figuras IV 26 y IV.3B). Ademas,
a7 %, w90 $8 4a 2veta 2 i3 produccicn era prasticarente nula al

wowyl Be LA experiercim :Tabla IV.20 y figura IV.i0). ERm la cveja
LA, sim eazargs, & we constato una MUy Ligera disminucion de
2 produsclies el sav.mds dop.i., pers a2 partir del cuarte la
srodangion B8 regupdr’ € ANClusd aumentd (takla IV.18 vy figura

Slivicararze, en lus tres anitales pe denecto a las 48
v del ganglic mamarid lzguierde forrespondiente
ivada. Esta alteracicon fuae haciendose rmas evidenta
it Al Tiewgs  AmLmAs®O, al vabe ds uha Famana y nadia Lz
arimales LB v ¥ postraban upa veacoicn dolorosa a la palpacion
TR OLE mABA LWL ada, Jue Aparecia inflanada T Sen uRa tongiaten—
R mad firvme de L0 norsal. la snfiamacidn e induracicn de esta
rapa Twd en R40en%o Y €ra My evidente a partir de la segunda
W, L3 BETIeTLan LaCied mantenia, Sin enmbargs, Su aspechts
B TAXLMG, Se@ apreciaba a.igo was densa. A la
# caogeandaia imoguiada e 12 cvela IN NS se detects
BLTRTANANSE Aljund durante la axperientia.

xS

LA ARLTE alteracign macespropiva eneintrada en la necropsia
i@ L gwera LA, pra add 4 les 21 dzas, fue una ligera infarta-—
SER MeL DAMMLIY hARAri? ozuierds. Histologicamente, en el
9 B8 somervi Lnd Mdersda activacidn del I&rtex, as: como
e TAL .4 38 Ppiasmitizas en los Ierdones medulares. La
23 ZARAY LA POSLTALA unR @SLIUCTYYR practicamente necymal,
AL RIS ARAesIAN ALyuned neuvtrsfilos aen la z alveciar ¥
segmedsd greges de celalas plasratizad en gl intersticin.

g L 8ELOMRS  eRoentradas em las ovedas LB ¥ N fueron
Bimiiazes, poy Lo gue se describen en copjunto. Macrescopica=~
@B, %6 YRRgL12s Linfativos mamarios ifquierdos Aparecian muy
snlartades oon respeste a les dereshos (fig. IV.4Y) ¥ las
. 3ndnias lastelsdts entaban aumentadas de tamaic ¥ $u consisten=—
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A oBzA ELETOSAL AL CIrTe EE O ADCeCLARAT MLLT 0 iR% TLlr o NAguedoy
ercarsdlados Cflg. IV.id) et TUUCRNLAN L onod BEpes: . vening

jel F40 AR ALSL0 §. ALERAE PUNTE. BRARLGELLE.

Higteologivamente, an log garglios »ARarion Corredpord 80t es
4 las manas  inacuiadias se observo  una LAUTRETA  ADTiIVACL
galicular, asl coma la pressncia de nuzarasas SHiwlas ©LaR0As LIAs
v macrafagss de Suerps  Tingiblie en L rrmE medwliares
raperplasinog (figs. V.33 y IV.43) (en la overa M apared.an
sampian wacrsfagss e cuerpe ringitle) . e ola =ﬁLawi=aL.a DABAT LA
zg ADFECIAFON RULTipPles BRICYOALSTESENS AN el pArenulTa BANAYLS
coppulstog  PUF nautrofllos, macrofagod,  colulam piAmSATISan,
vioroblastes y algunos cowos Sram posinivos (Plgm. IV.46 ¢
IV.47). Asimiang, se observarsn atumelog o Neytrofilow 9 La Laz
dg oalgunng alvenlos mamariodn ff"g. TV ARy Tarnowmanos Einrs
an 61 LRterstizio (fig. TV.4). La lur o odm jrandss cond
sanratores 4@ ghqouanivan o".lumaa POr pYoLferacionss e Tt ds
gibrngs, nesvdssularszadan y parsialments oruadldag por ocasdoss
sy.reliales (f1y. IV.4%). Tl aepinelln sonduote
presante. NMUeStYs nunerssas  capas e BELTERL
alredednr del epiteli sa skasrva una cfLamatara
swaniaa flbrosa.
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V.i. DEFICIENCIA RESPINATORIA PE §taphylococcus AMESUs subsp.
anaegoblys.

LA arvestigacicn de la defitiencia respiraveria de §. auraus
arasrokiye ha sido abordads previamente por De la Fuentas
{1%%€, 1%57a}, guienas eNCoRLrAaron gue mutantes aerctslie-
% de ia cacter.a sintetizakan citocromos, lo que demostratba
¥ rran capaces de sintetizar el grupo hemo, grupe prostévico
DR OLA TataLamna v 158 Linisromos. Sin embargo, dichos mutantes,
1L 13wdiodie 1as Jepag parentales, no presentakan actividad
JATALARR.

ety ogue La faita de actividad catalasa de §. ayreys suksp.
chawd TD B ShACATEe 4 una alteracion en la sintes:s del

amn, L& atenrlisn deba dirijirse 3 1A apcenzima. En
Y3 caman ils posirilidades: kilen lLa apoenzipa nr ze
2.3 O Liaen 83ta alferada y no es funcisnal. A su ver, cada
‘e egtas poslvioadasies padrian ser consecuencis de distintas

#H.% nA8 sangllla es gue L& deficiencia se depa a
i-f Bf@cTa 3 L regulacicsn de la sintesis o oa la
ie la apoenaina de la catalasa. 51 asy fuara, ex

. 3

Fue la mutaciz -ara

fu®, PLE OTANYD, pus.eran ZeTelTarEe VAriantes
R TrAs ZlreTer 2 a2 balierid a agentes nmutage-

2% CTenidcs en Log mulitivies intentis

TALANA PIBLTIVIE 3@ 3. ALI8uS 8UCBE -
TLES MGTEFENIS prIigadss To perziten

REETUE I8 3. auTeus sukep. ANZ@roniug. en

nan o Jesrrita % oalslarm.entos  de
I8 Lwoag y Besley, 158%: Everall vy -
Ciemprie. L843: Ty y Palutke, 1576; Schumachar-

ER -2

L8835 . Qe ollos merece especial comentaric el
SnAnner-Ferdreau g% .. (i%EL, a gartir de un
WIiPeYiA d€ una paClente gue padecia un carcinama i

2

3

¥OTR tras la estirpacion guirergica fue scmerida a
r#d.staTipia. 1Lom autores plamtean la posibilidad de gue es%a
=}

Teph 2w 4 auinuR podria haber mutade A catalasa negativa ¢
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sorseTuencLa de lan radiaciones. Aumngie an
zlados Catalasa Negatlvas sa invest ME A CONBLETLA L3
apficiencla en catalasa, los %red en los que se estudid
je .1 benrcidina {los dageritos por Luvas v laeelay, B A
toriread 8% Ak. ¥y Tu y Palutka) esta fue puminiva, es dev.r las
sagoe&rihs presentaban al zistena da Tltooromos. E4%as Cepasn
Lz nantg, conparten cob §. ANEGUS SuURAP. AIABIRNLAE A :
4@ sinterizar hemo y, ain enbargs, ser natalaga nagativas, MG
pyzante, hay una diferencia sustancial entre dizhae sepas y .
ALERS BUBER. ANAGZONALE PuU@Bts JUe AYURLIAY DONATLTLYAN sum.av
"‘&ar‘.':’.?.‘.iﬁ elinicos ocasianales, ARlentyag Jus eatd subaspsc.e H@
aptafiloroon @8 el agente arivlogico de urs enfa asl
safirida yp diagnosticada en mUltiples SOARLOM88 &N

HER S R A ]

AEAPENT S

paigen,

iy STra Darte, Lamkien Se han descrito ALPUnAs JEDAs SW
ezeafilooeccs wncapaces de sintetizar hemLna ;oue dopardian e
1a imoorporacian al madio de esta sustandia ,mra
satalava o yeglan gf al.. 1%39; Jenasen, 1981
snmd,  L¥ pavriese, L977). Este nuips a8 :
*aqa,;v'*ﬁ, que piarden la capacidad de sinTaetizay nenirz. A
seelghan Yac.arents en el laboratoric vrecs LA manTer.a w7
vegens.1 48 nesmLacina [ Sasarwan &% ... LY L
Lowggan e Tu.tlva Bemina oo alyuno de ®uUE praciracres. . AW
griap 4@ transforTan en catalasa pealnivas.

AT LZAan

E e

Talana

g, LaTLy . Afanien i

3

rgroer  .%43; an una da estas Tepas  la
-Lgnne en 14 santeslis de nemina detactd LML L O LG AREETE L@

y

: iama Cgrups proteics de la catalaga) y ABR0RLIG j.e B
ZLnTes LY ara .n_m?anf‘mn:@ da La presencii del Jruape proenanios .

samples suers antizatalasa produrids an k]
atalasa purificada de §. ALigWs ; -2 wecr.ia

wd
agple an plasa.

muppresst v Scalaelfer (187%) v senileLfer 4% As- JETE
Inuesnizares Lags relaciopes inpunelogicas @x. stantes ertra .a@s
cavalzgas de a5 diferentes especies de @sLaf.LioUees ULATLLARA
psgitivas y negativas gon fines taxpnomican. EStss aulires
&

21

Bplearcn tampien SUeras chtenidos ¢n Iohaeins inpuwnlisdos oM
asas purificadas de distintas especies estafil!

iag tecnicas de inmunedifusion y micrefitacion de eomplanent .
Esta ultima leg permitia determinar la 4istANCLA LMBUNSLOGLER
existerte entre 1as distintas catalasas. En geraral eacontraron
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fruzadas mAS 9 rencs Lnrensas entre 1as difergrres
¥, en concrets, las distintas cepas ¢e 5. aureve
vIETrAnan uka reaccisn 4o identidad entre sy (Rup-
snlerfer, 1979).
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totalmente o an parte se basa en 2asuRnir gue ia
rgazriona lnmunilogicamente ¢on anticuerpss policlena
crzduziine frante & la Jatalasa de §. AUr8uS. Esta idea ge
de em los mrabajos mencicnades anteriormente, en
elaricn ~erdtisa existente aentre ambas bacteriasm

da noncisgia en astudias de hibridacicn
Zh;‘a-:‘rlm v da gie la L~lagtatc desnidroégenasa de §.
SHaD DNEAN. ANRgrobaun ezti om i inmundlogicamente

YA de L. aardas ATOR 50, 5 femuestran ls na-os
LaLaren de d.starcla ;a..uum’:,::’:;;.:ﬁ !de w8 ) encontradeos con la
: soxplermanta (D@ LA Fuente g al.

s mEw

f o
.

TN AL

augia enpleadn ¢n aste estudic rara la purifivagicn
Aurgugd ATOUT L1400 sigus LA PAUTE Tlamiza
SN (1947 para La purifizacizn e
SERANGE®, 3 Lien se nan Latroducisc

Z8 na @uprir.dT 41 pass de L3

DIn ogaifatc amsnics, 1o gue simplifica
rasuitadc final. EIn oal rerric

B8 [recipitd Jon wnd neldla L9

TeaLL2aAr lag eromatografiss.

AOBTLAYID, @n L3 PAUTA LTLiLizZaia

ATRLBAA5 de fiztintas espesies g estamfllocoe
srwripiTaTLen eranel v slcrsisrmo Son L3

Sairada rom osulfate amonico,

crimavogradia de axf.aslsn molesular enpie I
T L% RLemA utiliznda por Rupprecht y Schleifer (1T
TR ST MUBBLYY A¥O %2 Mii0 uso de elia 3 continuacion 3
SCapatagion sun 13 melela de atanel y cloraforme, mientras gue
BRLLE AUNTres la usam despues de pasar el extract Fproteico pov
LOLIERA de IATerCammln LhmioD.

5
bk

#l Fradiante iineal de ¥all uvilizado para eluir la catalasa
retenida por el intersamtiadsr amidnico (DEAE-Sephacel), antre
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speuerda son los margenes de valores de gradients encantrados
£g) para elulir del mismo tntercamniader las
2EM), M (0,29-0,3IM) v A (0,34M) de Mycohac-

;¢ 0.8 M de MaCl en un rampon fosfato potasico .41 M, gH 7,0,
ooy Wayne y Dial (1F
cavaiasas T {0,20~3,
SALLRA 2PR-

£l rendiniento del proceso de purificacicon desarrallado po
mogstros &8 scnparable al obtanido por Loewen y Switala (15 66;
en ia purificacisn de la catalasa HPIT de Esgherishia csli.
sarviendo de las bacterias crecidas en 10 litrgs de medis de
salmavo esTos sutores obtuviercn 2,3 ng. de proteana firnal oy

nzantras 9,24 03

4] aralizar la protaina final oktenida tras los sucesivos
zaxas de purificacion por electroforests an geles de poliacrila=-
miaa 8 presensia ge 505 (S25-FAGE) se Jetectl una unica kanda
i proteina Situada l.jeramente por debajc de la serpalbumina
crvina, Bl pese molecular astimado de esta banda fue de 5] ¥3.
A JAtalasa @RTa cgnsritulda por ¢uatro subunidadaew de jdentino
ez mhlecular (Fita y Rossmann, 198%;, por 1o dqua Segun nuestr:
-931'r3~rs gl peso mclecular gstimade de La catalasa de 5. aureus
e 243,020 daltone, muy semelante al hallads per
lelfar '157%) {245.0u0 daleons) .

\

.3 tecniza descrita por Gregcry y Fraidevich (L8744,

Ten
moasfieads poy Jlare % Al. (1984 no se detecto banda alguna e
wividad catalasa en .08 extractng Irudes de las diferaences
cenas de 3. aurews subsp. anaeycbius rrafadas, mientras gue los
gunraaha de 3. AuneuS ATCZ 124800 mestrarcon una panda e
rrnivadad, Emtos ressltadco 30N L0TLO05  pUestt  gue en 10s
axurashos Txades de 5. gurXeds Suksp. anaersniug tamposo  se
iemganh oxitividad satilasa oon el metodc clasico de Einkha (le la

fianta gh oah.. 1¥%Ta . Erpleando L3 mispa tacnica de detecoion
ie oatm.asa en SCS-FAZE, Schumacher-Ferdreau % al. (1981
tirpuss detecstarsn actlividad enzimatiza en Lap Jepas catalasa
cerativas ¥n I6 ‘arslaias por ellos; ; ICM 136X jaisladas per
.88 Y See.ey).

Fare la produccicon de suers anticatalasa se inmunizarcn
zinetss ooh la catalasa electrzforeticarente pura siguiende la
pauta da lncgulacicn descrita por Ruppreehs y Schleifer (1979).
E8TUN RSLOS autcres se reguieren pericdcs de inpunizacicn de 3
renes para alcanzar titules cConstantes can la  técnica de
ricrsfijacien de cemplemento. En nuestro estudio los resultadoes
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inilares con los sueros cbtenidos a diferentes diag (73,
ti¢; del comienze de la Llnmunizacion. Tedos gllcg
ieron perfectamente en el analisis inmunoenzimaticy ia

i ¥d de la c¢atalasa. Aungue nNe 8e enSayaron supros
anves de lis 73 dias del imicio de la inmunizacidn, es propaple
@, dada la sensibilidad del ensaye inmuncenzimatico utjlizade
roRIEQNreSs, nND 58 precise un periods de inmunizacion tap largo
mg en el ¢asc de utilizar la microfijacion de complements,

-

Fa nueatTa e3tudic @a ha preferido la tacnica de elecrro-~
wrargfaransia v postericr analisis inmunoenzimatico sobra ios
RASSET T3 T arron utares en analisis inmunclégices de
AT RLmEAs, PouaLr adifusicn doble en placa ¢ la microfija-
sion de rsmplemenvs. por dos ra2ones principales. En primer
CWERAN, PEY Su MAysT venhaibilidad, pues permite detectar cantjida~-
len muy paguelias e antizens 2el orden de ng (O'Dornell
A7 Een, Lu44,. ¢ en segyunds lujar porgue permite conocer con
caAnTAR proteiras Yy de que pesss acleculares reaccionan laos
LUNATROR. Do erta farma, v en funcicn de 1os pescos noleculares
1M lad prote.tas e reacuizran pueden detestarse resaccicnes
el fioag,

ann

B tesnics  serviria para  detectar
nes R ag cataiazas de distintas especies
TRRANLENAR Rypecialnanrie de esnaliloosens) sers, al centrarls
ieo.a omiserfitavien de complemanta, N2 permitiria calcular la
F.8TENCLA sia ertrg Lag diterentes latalasas.

TR I2nren.dss an los  intentos  de
19 L3 C3talasa en extractos crudos

; e RiATLINTAS cepas de §. ALDEUS SubsE.
LA TRCALTY de MlLeCcTYohrAnSferencia ¥ andlis:s

GOEADRSEn LMUliar gue asta Dacteria no sintetir

+8 Famsiasa. Al ro densctarse canda protelc
Lo da peso molecular semejanta ni distints al
WROLE cata.amy de ¥, adress tamooos pareie gue la bacteria

LAY LGB pAYTe del JUHE protelas.

. hetha da que las immunsglobulinag anticatalasa reaccicnen
wipes L Eisamenta Oom wha banda Pratdice de movilidad elecsroisre-
T.2R weneianile a la catalasa parifizada an extracteos crudcs da
B Auzwwa v de las otiras espaties de estafilococos coagulasa

AT Fragusian



neqativag pune de wmanifieste la wvalidez del planteamiento
gxparimental.

£l reconocimiento  por parte de las  inpunoglchulinas
anticatalasa de dos bandas proteicas en el extracto srude de Z.
gimasAng colineide con [o descrito para e6ta aspecie por Jimmernan
.137%4), gquien detectc dos bandas con actividad catajasa
distinta movilidad relativa en geles de poliacrilamida, si blern
nay Gue tener an cuenta gue realize la electrofcresis sin 503,
an iacir, an sondiciones no desnaturalizantes, AQemas, @atg mismo
acter detecto dos bandas proteicas gue presentakban agtividad
sazalaza y diferante movilidad electroforetica en alguna ztra
especies de estafilococo, entre allas, an 3. AuLeus (Simbarsman,
L6T6). Nosotrodd, sin embarge, wtilizando SDS-PASE, esin ss,
vewdiaicned desnaturalizantes, solamente deTectanos una banda o oon
avvavadad ratalasa en §. aureus. In el caso de Timmarszan, il
rgailzar 1a electrofcoresis sin 505, las distintas bandas podrian
dgrerss a formzas de fa eniima Corpuestas por distlnta numara le
gupJnidades mas gue a formas mulitineleculares de la engima oowe
zug.ere el investigader. §in embaryn, @5T€  raionamiencts  ao
axplizaria la detaccion de dos bandas de reaccion en §. giluiing.
iy previaa «n aestudic mas daetalladc para azlarar la reascion
crurada da aestas 103 profeinas oob Aa Datanama e
para Ieternminar si se trats Se dos catalasas

5.
d.stintas. Habria gue <onenzar investigando 81 ampas protennasn
coanen actividad catalasa o no. cuestlon gua no femos abordads
pur ascaparse 4¢ Los cbhbletives de emta Tasig Pogtoral. En gz
de yue se6 trate de dos catalasas distintas estan los rasuivadcs
@32Intradon én CTras facterips. TUeSTO Jue las dcs Tatalasam

Dritas oan .o oagds (EPD v O HFIT, iLoewen v o Switsla, 19861 - las
o oBRE LA, My T, Wayne v nial

ures en Nysskacs
antidgicamente difarentes entyre ui.

Los vesultados de muestro estadic indizan yue La deficienria
THBRLYATIrLA de . ALreds EBulsr. Anaercbias se deke a y.
apgeng.na 54 .4 catilasa no se sintetiza. La falty de sirv
€5 IYUPC protalcc e la catalasa podria, a sy ver, Ser
cuencia de alguna alteracicn [posiblemente una mutacison per
sustitucicn. adicicn = deleccion) gue afecte 2) gen o geres
requladoeres de la sinteRis de la catalaga © al gen eatrustura,
i¢ ia prote:ina. La posikilidad de gue la bacteria haya perd.ds
totalmente alguna de astos genes parece kastante mas inprobakle.

1
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Sea cual sea la causa final, la resolucién del problena pasa
por un estudio genético. Hasta el momento no se ha estudiado el
gen ¢e la catalasa de 8. aureus ni el de otras especies de
estafilccocas, Tampoco se sabe si la sintesis de la catalasa en
los estafilocecos tiene algun mecanismo de regulacién. En otros
microorganismos se ha conseguido mapear, <lonar e incluso
secuenciar los genes de la catalasa (Hartig y Ruis, 1986; Melik-
Adamyan st al., 1986; Okada et al., 1987; Cohen gt al., 1988;
Triggs-Reine gt gl., 1988; Von Ossowski et al., 19291) y en algun
casc se ha comprobade wgve existe un mecanismo de regulacion
{Christman et al., 1585: Morgan et al., 1986; Belazzi et &l.,
1581).

Dada la carenciz de estudios sckre el gen de la catalasa (y
scbre el o lcs posicles genes raguladores) de los estafilococos,
un planteamientc sxperimental para akberdar la cuestion podria
consistir en transformar S. aureus con un pliasmido gue cohtenga
un trasposén e inducir mutaciones por insercién del trasposon en
&l gen de la catalasa y posterior deteccisn de los transformantes
catalasa negativos. £1 trasposen insertzdc en los transformantes
podria ytilizarse como sonda para localizar y estudiar el gen de
la cacalasa. Una vez conocida Y secuenciado el gen de la catalasa
de 5. aureus, la resolucicn de la deficiencia respirateoria de S.
BUreus subep. apasrchiug se nes antoja relativamente sencilla,
siempre que Fusra este el gen alterado. La estrategia consistiria
en definir unos Ycebadores” para amplificar el gen de S. aureus—
Subsp. anaerghius por la techica de la reaccién en cadena de la
polimerasa {PCR), en clonar sl dgen amplificado en un vecter,
secuenciarlo v compararlc con el gen funcicnal de §. aureus.

Para terminar ccn esta rerte de la discusion gquisjieramcs
Racer una sonsideracidn sabrs lo gue denarinamecs "deficiercia
SubsSp. angewek-iwe-—Esta expresicn no

deZa de ser un término cemparativo en relacién con las caracte-
risticas hakituales de £. aureyus y del resto de especies de
estafiloCocos, Lo que nosotras con esta visién comparativa
censideramos una "alteracion del microorganismo podria muy kien
tratarse, desde un punto de vista bislégico-evolutivo, de una
"adaptacion" de la bacteria al organismo de los ovinos que de
2louna manera le permite competir mejer en la interaccidn
hospedador-pardsito, Los resultados de fagocitosis y de supervi-

vencia intracelular que se discuten en el siguiente apartado
apovarian esta idea,

Tespirateria™ é¢ 8. aureus
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¢.2. ESTUDION DR FAGOCITOBIS Y BUPERVIVERITA THTRACELYERD .

Una ver que £. AWIGWE PuUBSE. ADAREIMAME pooRtor en @
nuspedadar, para gue se establezsa La anfergion y B9 SeRRIICL L@
1a enfermedad @6 nACERArin Hue 6l RNICYOBILGANLIGEE BupBia e}
ascanisnes defensives especificos e inespaiifans del nanpad
1o6 pelincrfpnuclearss rewtrafillos (PMH) Cunstituyen La'@r¢m&5a
Linea de dafensa contra la infecgign oen 8w saparidad 48
fagocitar y destruir lod MLCTONEAn L ADLE  Lrvasares. D
saracteristicas da prazantasion oe 1a anfarassad, forss

eficasia 4o aste provess primarin de defernsa wrgan.od
an gran nedida respunsatie e qua Llegue @ maoa g
enfernedad. Do ahi gue dentrs dal autadin de la patogsnis G .2
enfarasdad da logs angtennm hayamos cata Ldey
trvestigar la eficazia de la fagooluosid ¥ de ;

pactericida de los PME ovinos frente 2 3. Awifad G BE . BLARL

Ty

In el planteasients axper . mental 3g #RToB eatuliod BR
ranido en cuankta tanta ja Aiferente sapaddad gatigera Fara
avines oo 4. AMKONS Subsk.  RNARIZRARR
decysiva wnfluencia de la edad da Lue an’
NE ARBURDOB.

satural Ze la enfermadait de
de fagooltasis ¥ Buparvivenz.a wRtrageswsar d4ae
apasropiug se¢ han realizade Rlonpre an
slanioas Se 3. aukenE ars.adag de pEas
mAamitiG) ¥y S@ han allzade Tan

cors BT

] 3 S

cpstar T ey e 8y

1gvenes oons e adultog, Ton LA Senparavion erive 1A
EACTBTLAS BR Dratenda fomprrbar 2. LA A fepans.ss FlBid La%

v o Elotpaiiieas exlANANLEB antYa 4llas B 2 A i ey BN

myentn digtainta an a4l LEreranyLen DEN
wtilizagion de PMN da an.ra.ds Tovenas
Agmeostrar %1 ia edad ge Lo Jovadorsa ae
capacsdad para £39 rar v A@BTriar A8 bagveriss

Antes de antrar an L@ RLSUuALnn prUgLamente

rpoultados de @stos estudius congideramos gud, sada 31 fa.uis 4m

i

ascandarizacion de las tearizas Je gatudia da fagoealtee:s

guperyvivencia imtrazeiular, #8 lnteresanta oomentar
gia empleada. hsimisna, es praegise yefalar Jua exiBRen
estudios sobre fagocitnais oon MM da Lh AsSpasie oWwinA.

Lal " il 5F




¥.7.1. bDiscusidn de la metodelogia empleada.

A prezencia e opscninas es un refuerimients imporeante
cara LA optima fayuoitisis de las nasterias por los PHEN. Peuena

de ells e3 gue Los resuitados de [agoCLtosis obtenidsg ern
@gtudAlng 81 Lo8 gué 89 uTilizan agentes cpsonizantes son BAVOTBRS
que aguelivs en oo oue se emplaan kactarias ne cpaorizadas
Jvandentrouose-jravls €% al., 1%85), e incluszo estes resulrados
ruEdan Llegar a ser n.las en ausenTia de Ipsoninas suandg
rerias astudiadas BIn I. AJ4E848 © £. ZRAL (Williams y Bunén,

Tronuashrs ez%.s.s, As Lgual nolos reallzadcs por iTIs
fuahes investlgadaras  Jaie 2% -387: Paape g% al.., .§7%:
Barataw % Bme . 23T WLLLLATE &5 a-. -FBd, LREE: Andergon
Wyl hane, LHEV LTIA Gk A 58 LTAlias ana mezc.d e

BLBTOE AutaL: rrocedantes da
DALNERD pATE
BLEBTOE B0

e hugien 4l

aniMaies dAsnadocres sanc
Lavter.as. 4 melgia e
fﬁ u \G

ALRATER LUh OBATLE LB SInaeTe
iy 4 THELYAN € Terarss an
B T9BLLNAILA Ontenidss Uy LIS

Alfarartan

LA wRTer
ST LTA BOr T NEE eras modifLcagaones. Ete Tet:
a2 fyndamenta en la utihzae;::-.n de gradientes de dansidad
L& opuriinearion de Log PN v ™ 4l 5e cotiens un elavado rendi-
alermid, 6 na grelerlir #3td metods de purificacian de PHN soore
ai de Carlaen y Kanewo {1573), gue unicamente emplea sucetivas
LETEILENGATLINeS ¥ LiBia g! o5 ReRratles, HuUeSTO que, aungue SIn
ABDUS B¢ LEY.eME una viabilidad celular muy similay (por eniima
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i W
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agt 75%), L4 purela de .28 FMN chtenidos varid
Ap una Laomica 4 oTral Mlertian gua oon el et
waneka (1873) los porcentales de B ckvanidos
g2 y un 923% (Williame y Bunch, LRBLD Jauprynsvy oy Basiuton,
wovde y Gray, 1386 Sanchel @% fa.. 984 Futtiry 8% Ra . JOET
Mayer gh AL.. 1982a. MNonmedke y Marp. 1%88: %ilva e Bk (AR
=zn la pau%a dasarrollada por Boyun (1984) ea768 porogntia)es
independigntenente dal productn espieads gara fovrmar el gradier -
ra, suparan aen todas las ovamiones el B%% (Fleis
Sa@6: Jehnson as ad.. LBEE EL Aear gh a3k
astudio nemos empleads “Fianll-Pague” para
gradiente de dansidad. sntaniands unss po
viakilidad del $7% y e puraza del ER, jue
deacritos por otros invastigadeores (VanderbroucEeSrevis 8% R
LB, 1987y,

La proporalon de PHNIDACTarian emp.esdd on eats a4l
4@ 311 a 1:3, similar a LA wWtilafada per gule &L -
Tohnson a% ak. (19G6A), onayama gL Ak (4E%; oy Maredl 6L 4.
(1984 . Mo chatante, sagup demuastran los e8Tudis A MAEMADE B
k- (1976) vyealizados oon F. MaKSuE 4. BHesmIdide.n meTa
sropursien puede alevarse basta Likd o Bn gas LeB rada.tadd s
raniden wvarien considerabienmante.

i

sepa Aiferancia encontrada an las téomieas Sa estedls ol
sanpg de fagooltosis antre distinuas invastigadores a3y @E LR
im fagecitosis, es lacirc, QL TIATMPE que BA BN LEsss A0 :
Loe PMN con las bactexias astudiadas anvesn la
garcantaje de MICTHArYAnLEMUY Jagacinatng.
yenaralmante entre los 13 ¥ LA% LAY MmN ; .
T481: Andexson vy Williams, LHBY: Wiiliama @R 4k 53800 Cwaves
g% 3., =38%: TJohnsom afn Bl MFEA Fud g% 2k LRI EAoRY 8%
k.. LBB8Ba; fllva g% B - W3E3 . Im puestros aslladlos se @
Dptadyg por LI MInULOR I &l e Gy SRAGTVAY BECET LB3 Pes.bleE
5 .

H
4ifarenoaas an Lus porsentates de TAYaCiTUs.n RARIE i
R Rs 8570udlad0aR

ig copdercs sono da adulnss cor a8 G908 RAU

EL caleulo de las pacternas fagocitadas en a8e Tyag w
figual al pumerw inicial de Dadterias RANEE ol Tamery e
nanterias presentes an el soprenadante Tras la centrilugadidan
los 15 minutos) no tiena en ¢uenta 13 Davtarian BRCLisdGas 2
PN pero no fagocitadas n. log posiyles Srupen 48 BAYieF.E
sedimentan tras 1 centrifugazion. El LigeYe errsy R e
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al ro corgiderar estos heones no afectaria @ los resultados Je
aste estudic considerades desde un punto de vista comparative,
ru#3 o9 esperimentos se realizaron en todes los Cisos en las
mismas Lordiciones, ©on 19 Jue se supone que el posikle arror
atrodueids es andlogo. Los resultades oktenides por Williama gp
al. {I%3%; en un estudio de fagocitesis de 3. auEeus con PN
Bevings apoyan claramente nuestro punto de vista, Ya que estes
investigadores encontrarcnh una correlacicén de 0,98 entra la
f3ganitesls saloulada sin considerar lag bacterias asociadaz a
L@ PMM nl las sedimentaias y »a fagocitosis calculada teniends

N
27 ienta 43TI8 hechos.

mgtuiics de s.pervivensia intracelular tambien ray
dlgorenancias an .08 metodos utilizades por diferantes autores.
Toms en el sass e La fagoIitosis el tiempo de incubacisn de lcop
Al oy Las rasteriay varssa, sscilande generalmente en este cas:
antra 11 oy 120 mLnL0S {;‘m”m: sn ¥y Williams, 15%885: Williams e}
Bk L3855 Uraven g% §4-. 1786: Johnson g ph.. 1986: Mayer s

Ak, LERERY . Adenas nay Jue taner en cuenta Jue en uchts
gutudios la mavsr 2 mencr eficacia de la funcien de los PN
Trente & o3 morsergarissos  se nide diracstamente como el
fURne e de PARTerias superviviantes ;*:*a“alulares al cakec d
X THrELEANN  Yoneyvama % Al-, 1599, En estis oascs lis

i #YLie 3@ martienaen an gontacts durante todo el
Tietpe owesderads v BIlo al final se ruantifiza la proporcisn
I BSReIV.UIanTes INTYACeL LATYS.

#9%6 $8 pratende teterminar i
cATANTe, &M nuestrd estudlie, siguliends
Lnvestigadores gue consideran gue
LA L.Esmialina smivamanta dertruve Lof estafilacaoos extracelu=
LATEE B3RS ade8 9 Mg on lis PMH Asdersen ; Williams, L98%:
Milliems g% ai., 1934 fraven g%t al., .38¢), nemss empleadc para
#etermimar io8 estafilognccs supervivientes intracelularas ur
STATRRLEMTS UBM LiS08%4fina furslstente en atadir 5 wgsml durant
Somametes 2 17 0 M agitacisn suave ¥ PGAtericr inactivaciin
fe la misea eon tripgima (1~ my/m)). Nuestras observaciones
weimeides gun lad de Jonmson en al. (3586} en que ni ia lisosta-
fina »i 1z tripsima afeqtan la viabilida? de 1os PMN.
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I este trakats se 0B pretendids liferssciar TiAaranaTvia .a
spunoino®is de la Fupery ivensia irtEavelular, pOF L0 Ta431 wra ey
ifizadn el poroentate G nanterias fan ;
sz pe destruian LoU0s '
ayands  los assolades a los PMH)

ryarmLEmaE nG fay
Laosuanafira E)
A AETTADRLLLAL 8w lls
sorganiancs fagonitados enm esous L% minutes a4 deferecten

Las diferencias sehfaladas en l:s matudes de eatudisn ds la
ragocitonis ¥y de la superviventia LATYAnglular Rager gue L
~pmparacisn da los resulitadsg de Lam diferentats ast.tlthR BaR

spmplizada.

v.2.2. Dispusien de lus rosultafdes da tagegitesis 7
supearvivensia intragalulax.

ras diferancias significarivas @ Tl gncaniradas et iwe
rondbtadas de fagoo.UHR1E entno A% Jepas e i BdiSad BuVSL
amaeroriug v 1as de §. QuIend cuands sl utilizan P de anuhaias
+gvenas (tabla IV. &) ponen rliaranentas da manitiests la difersrie
ragRcLdad fagooitica da loa FPEM de L Crvenas franTa 4
autas 453 bagterias, siends gogrLd 14% #LHVBALR LB
prrzentaltes da (agauinDels sptani A 5 ARIBME g
frgnte 3 5. ARTBWE 2UDEDP. AnABLAkLaE. In atras FALBETAE, 0w PME
98 Lo9 svings jdvenes Tagooitan mas g¥icaznante 2 §. Audsdad R
A F. BANSUE SuUBST. ADABENLL.L-

franta

da Taguoitao-

nol RETwd (3AA8

Recordenas gue en LA Tagia IV.& 108 resuira
gip frerwe 8 =hda una da las capaz e estafoiiw
sm nar calcoulads consideramds Log vALlores SETeniiis Lan NBg BN
g Loz 9 SVLINOS Evenss er IITUrth. L mante esta farma da
pregentar .08 3aT03 N PeYTLLE ANG.LIAS B, esi@ien 5o d
sias individunlies entra lus 4rriarcs PR Y- £ 3 Rk

g PN, Las posiples foferencias e, RRiRLaE poaeden W8T, TR

remparands Los resu.rados rafle-adoy AN L4 FEYLY JupAr.L Za o.a8
waplas IV.8 ¥ IV.9, donde »e GXFresEsn LoE porcenthces A

4

tagooitosis vhtenidas <on cada uny de ins gordercs Iremte 4 ias

%
NIE

cepas de 1. AUXeLS subBE. ANALTOELeE SN aileradas @m RNl WntE
j~akla IV.8) y frente a lag cepas de %. duX&Rd conslderddas en
gonjunto (takbla IV.%) . Las eanudias da saynlfigansis (Ye¥ £ignra
IV.6c) confirman, CoRd as loglen par iss resuitades ya viatas de
ia takla Iv.6, la diferente capazidad fagseitica de ios PN de

4T ol B



L0% wovderss frente a las dog Dacterias estudiadas. Ahora kien,
ias diferencias en los purcentajes de fagositosis obtanides con
<o PN de los difersantes czrdercs con §. Aurews swubsp. anAsrs-
Land ¥y con § aureds no fuercn significativas en toﬁos ics cascs
nhpervandosae, ademas. urna diferencia individual muy clara ep g1
zapo del cirderw 4. El rasultadc de fagocitosis de e3te anipa}
son §. Aunkeus subsp. ARARXchius (60,64 1,00] no mestro diferen-
ias significativas con (o3 resultades de los corderes 2, 3, 4,
¥oOFooen H. faraus (figura IV.éc), Elle es consecuencia de la
naynr sapaniiag fagecitiva que el cardero 4 muestra frente a 3.
A4E8NE BUNIP. ARABIGELLE en glmparacisn con el restc de lag

suvderos. En f9s kovilss se nah  encontrads reiteradanante
drfevensiasy an la capacidad fagocitica entre digtintos animales
williams y Bungh, 1%81; Williars et al., 1984; Mullan aft al.,
1¥8E: Cravan g% al.. 1538,

T8 log resultados analizados puede afirmarse que 3. ARreug
BLNSP. ARRALIEAME ®3 3aw repistente que 8. aureus 2 la fagocito-
3.5 e log PN de ovinos Covenss.

Frr el sontrarie, anal.zanda los resultados d4 la tanla
ST en L pue ge expTesaAn o5 porsentales de fagocitosis ce log
Ve iod arimales adultos Ionelderadcs en contunte frente a las
Limrantesn cepas 44 wsiallineoess estudiadas, pueds deduciyaae gue
M de lng ovinos adultoss na muestran diferencias en su
dad fageeitica frente a las dos bacterias m&'udiﬂﬂaﬁ. v
ramenta fueron signifitativas las diferencias entra las
supAs EWF OB y MUF 4158 v entre Las cepas MVF TSR y MN 49, La
AARELLUN ADATRCE WUSDL TAE CLAYA Tuands se SonpArZan 1os porsenta-
(83 e fagonliusie de Lada WT0 de Lo anirmaies asfultos frents a
<45 TORAS 08 . BUTEMA BLRBE. NA8LAL.LE consideradasm en comunt:
prrae anderiar de la tabla IV.8) con lus parcoentates  de
IAGenLiOBLs d@ L0B PLBRes aminmales frente a Las cepas de 5.
dnefall CEAYIe Lnfericr de la tabkla IV.2), va tue ngs apareten
difmrentias signiflcativas en ningune de los cascs, Por io nanco,
MWoaruerdd fun estes resultados puede afirmarse gue los PMN de
«8 Rnipales afultss fagocitan con igual efestividad a 3. AwEeus
Bubsp. J B que & §. AuLeus-

Para cempletar el analisis de los resultados que figuran en
-28 tablas IV.4 2 IV.9 resta por comparar, por una parte, 108
Tesuitados de fagocitosis de Jos PN de lop ovinos jovanes frente
2 0. R4XNUE SeBSP. ADARKEEIUS con loB de los PMN de los animales

ing 2inpion



3.l to8 frenta a la maema DanTeria ¥, pov oTra, Lof rewyliases
s fagooitosis de loz ¥ de los ovings doveras Syarze a .
SulBud Ton 10F de log PN de iad an.males aduliToR Frerte o gala

myEma bacteria.

ce Sgnd s darands

In el primer caseo ouands la somparasion sa o
an Gonlunto o les anisales (dvenes (pArte Supeyiny #8 La tanls
I%.6) Yy A& los adultas (parte superiar de la tasla [v¥.7) sa
apreavian diferenciass significativas fuy claras mestyarnds los
animales adultos una mayor capacidad fagnoitica, frarie a lay
zeopas de 8. aurauss subsp. Ablebablus e Loa animales lswenas.
A L& Misha conglumion se lleqga, cowna an legivo, sepparands los
reaultades de fagocitosis frente & asta bagweria de oada Ae
st oorderss von cada wne de o oviros aduites (tabla I¥.§,
waeBtd gue aparecen diferencias migniflzativas entre Todas lia
arimaled Jovenes y nodes las aduivow ver figura IV.€a). hAdesas,
comparamndy log rezultados de [om orderng artre si B8 GREEQVAn
Aiferencias giguificativas entre el worders 3 v ¢l Yemisn A lon
anlmales de aate grupn [flgura IV.6ai. LA Aifereansia arndlv ldual
dew estae arimal cen el resto de o3 vderps LaNCIen apAr#cia 4l
wapparat 198 resultades da fagovitesls da los cordersa fpette a
ras 268 bagtarian estidiadas. los anirales aduwluss mo Buedirar
AL Feyensias entre si.

Come resuhen puede ded.rie que Lo PN de L5 ARisAlen
ARLLEDE FAZUCLTAn DA% SfiCAZRANTEe 2§ AUEANE 24033 . ANARIHL..R
S8 L0% PMN de Los corderos.

waandl) LA Tomparad.on
& &

T TR “:‘M el cass de §. Awifum.
g eferiusd runauderandd a loa anisales Tgvenss v adult
SEETORTD (parte Inferior de las tamias IV.9 ¢ IV.T rRspadm i anen s
e frerta a lan diferentas repad de aata BANTRrLA, NI TRDMATE
la oepa ME IT/PMMecor mio o wusstravon L.fevendalasy slynsiioat.iaz
“on MW 27 PMEe-adu N oon MY 40 PMMeadfu v lo farta, Tomands (of
resultadogs de significandia an Contunty pusde 2o iWTRYEBE Gu
Loe MY de Los govderas v ode 2% ddu.tos martienen difereniliis
gigrifivcativas an 84 capscifad fagooitis Franta A4 4 Aeafed
sianda Bayor la de i93 PMN ds loa adultag.

Copparands les resultades de fagaoinsgis frente 3 §- A=J843
(eonsiderands las diferentes cepas en sonisntg; de sada wne de
ios corderss eon cads ung de loe adulips (gaBla IV %) aparesen
diferencias significativas en fodes 108 JASVS ex0epla BRITE €.
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3 y entre el ccrdero 2 gcn 5
ViERy, 31 exceptuancs el corders 4, gue
una diferencia wndividual, el conjunio ge
zznfirman la diferente capacidad
zerdercs y de los adultos frente a

ST TBy L TAdE S8 8l
For Lt LIa dw lon

e
T
a2
[
£
@
pls

de lcs corderss entre si apares
vre ai corders 1 son el remto de ios
ta diferencia individual entre los
i rencr capacidad fagocitica del
de 2. gureus en somparacion con o la
.y de arimales. Les anixales adultom ne
Fwaatran dilesend as antre s oen la fagocitcsis frente a §.

SonpArands 108 resu

Limrangiae gognGficativas
v roa .

Irode?ir.voon puede ecirse zue los PMN de 193 anirales
2EsL%08 TEn.LTas Tan aflrarmart Jue LT3 PMN de los aniralies

in fagocitofia an conjunto parede
wmales doradores Lafluye degigivament
i Lemaa i@ lid PMN, Al menos franta
TIMD LU deTURSTIA @l hecho de gue .os
FooLTan senas eflsazments gue ‘.cs
40 BefBME BLESE. ANAGYONIWG COMC &
VBB, nampien encontvaran gue
i@ corderss de 7 dias do edad er
W28 PMN de avincs aguluo
fainignt, se a3 deacriti gu
LaTnSnaL MW lia PMN de rasnatios Aumancs (Mil.er.
T BE Rme . WBEE) 7 40 ternercs (Fensnaw
B TRRGT rae la de los PMN de suS respectivos
SBE Sde.tta. Tate nsony podria astar ralacicnads con la
PLmCnRaL dm o lia Sy o

R OABYRSAE Tg L. LAY

- Y

[

Capad L Aad Tagoaitica e Loaa

i o

[

COTAS ganarioamente, e .15

T.enleet v Rowan, 1590).

.s":m FARIAPIE. todas lss diferercias ouservadas en nuestro
SEOTY ELBLRT ORET BUNRIAU3E awcluglvam ntg al facteor edad de
TRBCTRE . pusels #4@ wi ®0iy influyers lz edad cakbria
BERRTAY fat em VMM S92 lon ovines lavwenas, al igual gue ocurre
hus PHE fa les sduitos, Bustrasen una capacidad fagocitica
& freste 2§, parsas ¥ fremte a 3. aureus subsp. anpare-
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sl o 98I0 Fue estap EaIterids 05tal REIrECSamesTe Yolacisnadls.
L0 GRBArgd, Como se QL0 anteriswmente, Los PN ls lus cordercs
FamyouitAn mag aflzazmente a4 5. BUIELE TR A 4. AalfuE 5.0

AnaarskivE. For Lo tanss, en ef casa de lus FWN de 198 nvings ;:-
ceras pAirede gua las posikles difereruias existentea garve Llas
dps Basterias influyen en su merar oapacidad fagoeitics freamts

B 5. AuKEuE SubAD. AlAsIHElus.

Para inventar explisay la diferente capat.dal fagsaw

Lun PN de los couodervs frente a estas dos bacterias hay
*anal en Juanta que en lam CondisifSTned en gua BE AR realilac
Loa eRperiRrentda ln viskg los gprincipdies factoves Lwpl.
La DAyer 9 menar aficacia fageoatiza asn Lam o asto
guperfiiciales ds laz banterias qua anLTan en SONRAGLD RRA LGA PN
; La epsonlyacien. Adicionalnente podrian mmr”@mr RLAT L ERER
LeALSUAM IR gopo La Risrafobioidad supertirial yow o La faraa

alectrostitica de lay basterias.

“

En los conponantes superficiales da log astaliions
imrlulrse La pared geluylar (zon el papti
¥@L0G08) . 18 Proterna b v las protelnas gxternas LA sompugiil
dm la pared velular ed LdenTtloa an An0aR BACTAriAS, A sapgr.
paptidaglicans dal tips Lysediy., ¢ #sidw riniTe. TeLIELan

#uB%iNNA0 con Weavetiigiusasaming (De a4 Yuente @1 fa. . »%3%C
wpoyr L0 tanto depe descartarsae.

EN ouanta a la pratelra A 8L 58 nan desorata daferandiaa
aNETe AVDAT DATLArIas: I L& Fuente vy Huarsr 19090 wnilizar
s matads ayslitanive, o detestarst profeina A 8N X fadlfed
ELEBE. ANAMELEINE. A L3 HrotaiLnad A §a La JarBidera .0 BeUanlgw
dJefersive de Loz extalllogoegs frente a .a TagocubOeBis pir A
capacidad de unirde (Neepecificarante 3 a8 frasclin crieTal .l §
CFwLode La anmanodgashullnan e Sips 3, I9n Ly dee e
rasla el exterioy La fraccoion Fab oy e LA Foo para La Pea las
Tienan receptores Van 08g ah ad- . P70 Pavadet.oananie g PN
G Lus oorderns fagooutan con BEncT w#floacia 4 L4 DECIBTLE gue
warase (o al meres viere mucha menay cantidad) de preteina . Rey
»D tanto, ng parece prokable que la falta (e la mempt gantidad
da proteinn A de 3. AuYecH SUEEP. ADAATILRLLE 2R3 LA FRIpRasai.
4 las Aifarengias en la fagpuitesis de lus PO de rdayeg

frenta a lam dos pagtarias.
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A cpntinuaclon se disTuten lon resultades de saperclvan
intracelular siguiends el Mismn esguamd comparatiyy wtillians an
&l casa de la fagocitcsis.

Al comparar la aupervivencia intracelular de las difegestas
repas de estatilococos patudiadas con los PME de 98 v inas
jevanas conslderados an contunts (tabla I¥.12) 6e ercsetirzarer d1-
sgrencias significativas en ios tres tiempus conalferades entrs
1ag cepas de §. AMEAE subep. anasrokiug v oLas A £ animal
aiendo mayores los parcentaies de supervivencia intiazslu.ar e
4. aupeus subsp. anaershiug.

5i la nisma comparacidn se hate vonsiderands .es PR e ]
ovinps javenas individualmente y las capas de cada wea Sa .ae
racterias estudiadas en conjunteo (parte supezidv S a8 %abnlaa
w12y IV.13} 8e Vlaga, comég a8 logice, 4 la migea zondinsign
24 gue existen diferencias significativas claras en la sapeuvls
vencia intracelular entre las des hasterian oem l2a P Bw LS
gvinog Jévenes. Ademas, esta forma de analizar Lss datas persile
datectar las posibles diferencias entye jos corderad om0 STlrre
-on el case del cordero 4. Low vesyltadea @8 FUPATVIFENT LA
iptracelular de 3. auraus subsp. ARASIGEIME Dun Los FEN e asta
arinal, al contrario de lo sjpue oourrs oon log dal resta da iz
coprdares, nH Nuaestran diferancias siygnifizavivas aes
resultados de supervivencia intracelulay de 3. angfud con Lo #
ds L5 mismos anlmales jovenas exsepts oon al cprders L, las
Zel corderc 4 npuestran en gensral uda aztlvidad masier.
significativamente nayor fyante a . AuEens subdp. ADAREAELaA i
‘ng PMN del resto 4& ios corderes (figura et L

Tn resumen, puedas afirmarse gus 3. ARLRMA #ubep. ADAALAE 5D
a3 BA% reslstente A ia andidd pacter,o.da 49 Los PEN L ]
sardercs gue 3. pLreud.

tas diferencias encuntratan en LU POYLRniAles 28 mupes-
vivengia intraceldlar entre Las Tapa3 48 3. BRLERA BuBey
araerchiua ¥ las de §. AnXxens ton Loz PHE de las oV ines &dwitis
(tabla IV.11) fuersn significativas an muy poEns TABHE wRE a4
apartado de resultatdos; . Poy le tanta, songidaransts gl obhaleenid
1os estudics de signiticancia podria decirse Que n BRIBLEY
diferencias significativas en la aztivided bastarinida de lus PER
de log animales adultgs frente a las das bastarids. Haciesmds 18
zispa comparacion pere zonsiderando los FiRE de s animales

Kk ”_ﬂ ry

0 oty L8

133




adultos individualmente y las cepas de §. gureus subsp. Angero-
biug v las de S. Eyreus en conjunto {parte inferiar de las tablas
IV.12 v IV.13]) las diferencias significativas encontradas fueron
wwy irregulares (figura IV.3). Recordemos que, mientras a los 20
(fig. IV.8a) y a los 90 minutos (fig, IV.8¢) Unicamente aparecian
diferencias significativas con uno de los animales, =2 los 60
minutas (fig., IV.Bb) las diferencias fueron significativas en
todos los casos excepto entre el adu-jsaur con todos los
adultos/ana. La interpretacion de estos resultados, maxime
teniendo en cuenta los estudios de correlacion entre fagocitesis
y supervivencia intracelular {ver nis adelante}, Se nes anteja
complicada, Pensamos gue antes de llegar a una conclusien
definitiva, come parecia desprenderse de los restiltados conside-
rande a los animales adultos en conjunto, se precisa investigar
nas la cuestidn, kisn ampliando el mumerc de animales o kien
introduciendo alguna nedificacién en la técnica gque perwita
abtener resultados mads evidentes comc, por ejemplo, aumentar la
relacidn hacterias:PMN y/c estudiar la supervivencia intracelular
de las bacterias directamente manteniendo ocontinuamente en
contacto las bacterias con 1os PMN, es decir, sin limitar el
tiempo de fagocitosis.

En cualquier caso, la dificultad de interpretacién de lcs
resultados de este casoe concreto no arfecta a les skbjetives

planteados en esta Tesis Doctoral.

Cerparando los resultades de supervivencia intracelulsr de

$. gureus SULSP. ANEEroDiug con los PME de los corderss conside-
rados en conjunte {parte supericr de la tabla IV.10) =on los

resultados obteniics con l=os PMM da igs aninales adultes (Tarte
Supet"c" de la wakla 1IV.1l) s=8lo apareclieran ﬁ.»—e"e'wlﬂs

significativas & los 60 minutss entre la capa MVF TER/PMN-adu con
"WF 7SR/ PMN~cor v con MVF 42SR/PMN~cor. Asimismo, las i erencias
significativas encontradas comparande los resultados con ios FMN
de los diferentes animales por separade (tabla IV.l1Z) fueren
escasas y heterogéneas en funcién de la edad de los anirmales
{fig. IV.7.i). Por o zanto, consideranie glckalmente 195
estudics de significancia podria decirse gue ne se observan
diferencias en los resultados de supervivencia intracelular de
5. ayreus subsp. anasercbius entre los BMN de los cordercs ¥ 1os
adultos. Es decir, los PMN de los animales jovenes Yy los de los
adultos muestryan una capacidad bactericida analoga frente a S.
aurays subsp. anaercbius.
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witimn,  oomparando los reaultadoz
lar de §. AuZAsE oon iva PMN de Lom anumals

erados en ooniunto fparte inferior ds Las tazlas
Y.ii) se detecraron difarenciaz s ignifiiatioas er todag
o8 wagos, slendo mas elevades les porcantaies 2z superuivars|a
wntrarelylar con log PN de los adlultos.  Quando enna zisng
copparaciar ge raallzd cansiderandc los PMY de Loz difarerten

n
<]
]
'
[eh

P
aninales individualmente y las gapas da S. Aubaug e~ camvuntc
itakla V.12 tamblen Se gagontraren diferencioey sig9aificatisas
entra todos log corderas y todos los adulnos en jog tres vissges
coengidaradas (fig. IV.7.2). De acuerds ¢on €8%0s rasuitatos pueds
afirpaxeze gue 1o PMN de o corderss Muestran o una  maver

stividad bactericida frente a §. Auread gue Lus PEM 8 Loa
adulnog,

AL aralizar el grads de vorrelacisn sa oomgrops e
suparvivensia irtrace.ulay estaba altamente oorralag.israda g
ja fagepcitosis an la mayiria de Ios casos, oono sa desprends oa
les altoa valoras abgolutes de las Igeficiertes da covreilacion
encantradsd Jnablas V.14 0y IV.LA). Istas valures unicasants
fueren infericres a 0,60 40 el camo da fagocitosin da 3. guabfus
T oLns FMN e cordercs y superyi inhrazelalar a Les 10
minutes cakla IV

I

anian enira

Ly mas Llamat.vo de Los astudiss de oyrel
gupdruiivensia intracelular | neL LnE P e

LE

y fagogitosis es iua Tan
208 darderss como Los de los adultos musstran ana Teldsnsia
TORTTAYLIA OS50 §. AMEALE SLI9D. a0Asrobiug gue Ton 3. Bdbesdt o ins
cneflllentes 2@ NONITeLAUIOn 0N e fLYn0 CPuesTor. BT %L Cas da
3B OPMN de Lo urderts 2on 5. AWEAWE $WDER.  AnAsXiiGaens LA
-58 Lres Tienhos as Jud Suands hAay Raysy Fanoditosly
HUCLA ANTEACSLL.AY 48 manay, a8tr €%, .4 #fise
yor cooefiolenta de sorresawida negal
waf.liente &8

<A RUpEIYVL i
syster.iida 4 M3
BLi@NYAY Fue TiN . RUIGLE DouUrre o0 TonErario |
Larreldsicn posLltiver. La tendsnois @n el Jasy de Los FHY e
AUUAEES UIN 2. BMISUE SUEDY. ADAGIGELME A los [0 y Wl 4%
yue a4 hmayocs fapeclitosie la guperviwventia imtrafelully es maysr
{earrelacion positiva), si kien a 123 20 mirmutog 13 SAR@ali . &R
TRuEStA CIFreLaclon negativa), wientras gwe ©IN 5. AnLud A
tendancia a jos tras Liempes sa invierte.

Willia®ms g% al. (1989 agn 103 unicos au%res, Pt 2080LTos
Langames CONOCITAENtS, gua han hacho un esgudiv de Sovveiadida
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similar al nuestro entre fagocitosis y supervivencia intracelu-
lar. En su investigacién, realizada con FMN de 20 vacas,
encontyaron gue excluyends a uno de los animales cbtenian un
coeficiente de correlacion de =-0,67, es decir, la tendencia
detectada era gue Los PMN de las vacas cPh una elevada tasa de
fagocitosis generalmente destruiap més eficazmente las bacterias
fagocitadas (Williams gt al., 19856},

Las diferencias obsarvadas en la fagocitosis y en la
supervivencia intracelular con los PMN de los cordercs entre 3.
allreus’ subsp. ghaercbius v §. gureus explicarian la diferente
tendencia encontrada eh los estudios de correlacidn. No obstante,
no puede decirse lo mismo en el caso de los animales adultes. 53,
come muestran 1os estudies de cerrelacion, la tendencia es
distinta con l2s dps bacterias y, como vimos, no habia diferen-
cias en la fagocitosis, esta tendencia contraria seria achacable
a la influencia de la supervivencia intracelular gue deberia ser
distinta. Recordemos gue al analizar los resultados de supervi-
venecia intracelular ya dijimos que con los resyltados de este
estudio la interpretacién era dificil, pues considerando los PMN
de lcs animales en conjuntc no parecian chservarse diferencias
significativas miepntras gue al considerarleos individuaimente los
resultadios de significancia eran confuscs., Los estudics ds
serrelacién apuntan a que deberian existiy diferencias significa~-

wivas en ia supervivencia intracelular entre las dos hacverias

5s PN de los adultos, Hay que insistir en gue e=sta aparente
antradiceisn en loe resulradas necesita ser investigada mas

gi mer gue e2n el caso de los animales adulrtes la rendencia frenté
a2 las dos bacterias camkiz a los $0 mihutes en relacian con la
tendenc:a rostrada a los 20 y a los 60 minuzes (takla IV.1E},
aungue, lagicamente, debe ser consecuencia Ge a interaccion de
lts diferentes TeCAnismes gue contribuven a lz accidn pactericida
de ics PMM ‘ver mas adelante).

Los PMN disponen de un variado arsenal de mecanismos para
destruir lcs microorganismos fagocitados gue pueden dividirse en
dos grandes grupes: el sistema citctoxice oxigeno dependiente ¥
el oxigeno independiente. La activacion del primero de ellos se
caracteriza por un aumento brusce del consumo de oxigeno con la
preduccion de ion superdxido (0,'), perdxido de hidrégenc (B0;).
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radivales nidresile CH ¥y de otras ompuestos todcs @l ion

a.tamgnte realthivos.

Aungue alyunocs riereorganistos puedan @ar 383Truises ar
sordicicnes anaeronicas, la actividad Sactarisida 2m Lo 295 ge
qeraral es mMUcho mas eficat en sonditiares aerseivas, Lo

sg manifiesto la irportancia relativa do. oi3femd oitonsMLos
axigano dependiente (Baaman y Beaman. 1%84). In al vass da 3
Aurdud se ha encuntrada qua la destruccicn efigaz de la masvaria

por 1ot PMN humanos (Mandell, 167%: Beaman v Bearan, 19684 Eli.s
e BL.. 1988) y bovines (wWilliams gt gl., 1539 wmallanm 8% ahk..
1884 Mayer g% al., 1YH0D) estd ligada en gran madife al 2istena
axigens depandients.

En general s$e oconsidera gue la viruaiennla e m.
micraorganisncs depende en gran madida de a3 resiavencia inravs
a o8 produstesn altamante reactives originados al as=ivarse al
misTena citataxicn cxigens dapendlente e (33 PMN oy oo S8 LA
capazidad de lag Ricroarganisasts para produdly EMZIR4AE CARACHS
4 neutralizar satog produanon, comh la satalama » la 500 (Beawar
v Beaman, 1%84).

igmintas investigadares hnan tratads e :ﬂl&:;?ﬂaw ¥}
asnividad caralasa y SO0 de ios estalflloccooma oI su virglandia
e Kanafani y Martin, -9&5. Nighihara gh ... - %87,

Mande.l (L97%) inoculands intraperitonaealdentd ranonas oM ne$ms
48 3. AMredE que Lanian una actividad catalasa vav,alle eangon
sna buena Sorrelagien (red, $58) aentre .3 avtlvidad vatalana 36 Las

DepAs Y 13 Letalifad para el ratuin [L38 C85as o085 A4 X
gran mas virdlantas:, pers no ertya La ane L&
Latalidad Jred, l4;. Ademas, irooulands Tepas de 2ata artiv.dad

TRTALASA CURLS 40N 7aTalasa exdgena auymentaba La vivuiendla e
@3%a8 SQpas parn el raton. Ein emparzo. LA 86
glteraba suands las cepas se Lnyeflaban junio son BOD exngeta.

Mandel. (3873’ tambien rexlize esvadiss o

FAa7ooLtogle entye una vepa de §. Anyesn vWosd 445wl

elevada actividad catalasa y un muiarie mo virdlenty de ox1a
repa, vbtenide por selaccion @n presencia B¢ rifsspiyinid. gue 2e
maractarizaba pcr tensr una actividad catalasa may balz. las B
pasterias erah fagouitadas en igual pedida per ios PEN Pumanes
¥ 1la adicion de catalaza exdgena na imfluia =2 ia fagocinesis,
5in embargo, las cepas <o actividad cavalasa alva ayan »as
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resitentes a la accién bactericida de los PMN gue las de baja
actividad. Ademas, cuando se afiadia catalasa exdgena en los
experimentos con las cepas de baja actividad catalasa, las
bacterias eran protegidas de los mecanismos bactericidas de los
PMN en la misma medida que las cepas con mas alta actividad
catalasa, Por el contrarioc, aste fendmeno no se observaba cuando
se afadia 50D, En contradiccién con este ultime resultado
Joehnston et al. (1978) encontraron que la adicion de 50D exdgena
protegia a $. aureus, E. coli y Streptocneens viridans de la
accien bactericida de los PMN. Mandell (1975) concluye que la
catalasa estafilocécica protege a las bacterias de la accidn
bactericida de los PMN por destruccién del perdxido de hidrdégenc
preducide por los PMN vy, por tanto, podria sar un factor
significative de virulencia em los estafilococos.

Kanafanl y Martin {1985) encontraren diferencias significa-
tivas en la actividad catalasa Y S0D entre cepas de 2. aureus
virulentas (aisladas de procesos patelégices) y avirulentas
(alsladas de booa y fosas nasales de individuos sanos). Asimismo,
comprobaron gue el peso medio ganado por ratones de tres dias
inoculados subcutineamente con cepas virulentas o con actividad
catalasa alta era significativamente menor que el ganado por
Tatones incculados con cepas avirulentas. Segun estos investiga-
dores, el nivel de catalasa, de SOD o de ambas enzimas podrian
determinar la virulencia de S. aureus.

Nishihara et aj. (1985) realizaron un estudio semejante al
de Mandell comparando la capa de 3. aureus Cowan-I con un mutante
espontdnec de esta misma bacteria gue presentaba una actividad
catalasa muy baja. Si bien sus resultados coinciden con los de
Mandell en que la bacteria mutante era mucho menos patdgena para
el ratdn que la Parental, no ocurre lo mismo con los estudios de
fagocitosis, pues las dos bacterias se mostraron igual de
resistentes a la accidn bactericida de los FPMN humanos. En
funcién de estos resultados, Nishihara et al. sugieren gue S.
aureys tendria otro mecanismo de proteccion frente a la actividad
bactericida de los PMN diferente al de la degradacidn del
perdxide de hidrégeno por la catalasa,.

El hecho de que g. -aureys subsp. apaerohiusg, a pasar de
carecer de actividad catalasa, saa'patdgeno para los ovinose
contradice abiertamente la opinién de aguellos autores que como
_Handell (1975) o Kanafani Y Martin (1985) consideran avirulentos
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ips astafilocacos con esvasa actividad catalama, Parace ciars T
para gue este tipo de afirsmaclones tamgan wvalidez deber de
nacerse en refersncia a hospedadares concretos, puss LA LnTeras-
cijsn bacteria-hospedador, y por tanto la viruisncia, pusde sep
diferente an funcion del hospedador considarads.

En aste trabaje, a diferancia de las estudios vitades antas,
henmos tanido la oportunidad de comparar cepas patddenas de 3.
aur8ug con eatirpes de §. jureus subsp. anafrohiug gue oDarecen
da actividad catalasa, en lugar de hager la comparasion oon
mytantes con escasa actividad (parc no ausencia totsl). Persancs
que esta nos permite hacer un analisis nas preciss dael poaikle
papel protector de la catalasa estafilocadsiva frente a 32 asuisdn
bactericida de los PMN ovinos. De aguerds con log resultados da
gute estudic, la actividad catalasa de los eastafilosocos ro
parece jugar un papel determinante en la maysr o mensk resistent
cia de las bacterias a la accien hactericida de izs PMY gpvirmss.
33 asl fuara, cabria egperar que la actividad bachericida da Los
BN ovines fuera mas sficaz frante a §. 2uC8us DUDID. ARABIADLMG
gua frente a f. Aurqusg o, dicho de otra manera, que F. Jareus
fuara nds resistente a la accién bactericida. Fere, oom9 hense
vistg, e&n al casd de los PMN de los ovines adulfod ests nha s
sbserva con clavridad ¥ en el caso de los PMYN e Low uordoros
sourre 1o conkraric! gque 3. Aureys subsp. ADAATORALG RS BAR
registenta.

Diferentes autores han descrito que [a respuests awidativa
da log PMN ovinos, mgdida cono produscion da anidn supevaxids,
es auche mencr que la de log PMM bovines y humanod (Tousg v
feswick, 1986; Guelfi y Courdoahii, 1987 Baphva, 1990, Segqun
Buchta {1990) ests podria indicar que er los PN ovines exisie
una menpr dependencia de 1A astividad muiersilelda axigens
dependiente y, an gonsecuancia, la principal respussta da lie P
evines pedria ner oxigens indeperdiente. lLoa resu.vadcs de satse
estudio apoyarian este punte de wista. Mo opstanta.  para
comprobar esta afirmacion en 4l case de ias DATTOrLIAS fue oNs
ocupan, habria que valorar por separade la astividad beaterisida
oxlgens indapendiente enfrantands las bacterias oon exizesiss
enzindticos de los granules citoplasmdtizos de lues FME vy
compararla con la actividad bactericida e jos P redieén
ebtenidos.
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Z- 2areas subEsp, anasrabius podria utilizarse Fara invegpyo
1OTCXICO OX1geno depan-
SUIras eSPECLeS animalgs

SERLLEN m# ha SITRIabads gue los PMM cvinos tienen CARTidge
ig8 @id® baas de varics zomporentes granulares en COREATACLAL son
L08 FMMN humamsg v povinos (Rausch ¥ Mocre, 15737 Healy, lsgz;
Faahma, o ! ¢ Yue segun Buch: {19521 indicaria gue 1a
TERLuesta 2 L4 wnferoinn e los PMN ovines podria ser rage Tante
Iilarenta 4 .1 dla W humancs y posiblemente a la de l:g puy

Lovanag.
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B Rugetra o '.,g wliativanents  vas  resigtente a  la  accisn
serdercs gue a la de les anisales
fagogiuan significativarent
@ e lU% Coraerss. Aungue en este
A Buperiivensla .nitracelular se han
18 hora de intentar relacicnar los
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rezustados L vitrn con la pesible patugenicidad de Las bastersas
me presiso considerar anbas an conjunto.

4 mayor raesistencia de 5. ayreus subsy. ADABEGSILE A la
ascitn bactericida de lon PMN de log corderos an comparasicr con
4. 2u8NE debe ser consecuencia de las diferencias fisivicgicas
yo@ ploguinicas existentes entre ambas bacterias. En conoresc,
parese logico pensar gue la carentia de la Jadena respiratoria
AeYODACS por parte de §. AUFENE SUDAD. ANAACALIME, BAY Tuanto
gupone la diferencia fundamental con §. ayreus, sea la respersa-
pia diresta o indirectamente de la mayor resistendia. En esta
supuasto, quedaria por investigar sl mesanissc por el .zl la
jaficiencia rasgpiratoria confiere resistencia a la kacstar;:y
frante a la accidn bactericida de los PMY da Lol corderas.
Cansiidarancs que Rara la reasolucion de eota Duastion sar.a
Aarasario eatudiar la iaportancia relativa de. sistema gxigens
wedepandliante, ya que, como dijimos antes. g6 plensa qua an los
owineg puede Jjugar un papel Ruy i(pportante. Ua plantaanient:
axparvinental andlego al da esta Tesia, en el cua ne conparasan
Los istemas oxigenc dapandiente e independiente de PMY e
coydaros y de adultos frente a las dog bacterias, podria ayudar
a resalver alguhos de loa interrogantes planteados al amalizar
ine resultados de este estudio y, en deflmitiva, a zomprender
meisy 123 mecanismas funcionales de log PMN ovines.

&8 resultados obtenidos con los PMN del dorlero 4 trecovde-
maf que en ceaparacion ¢en Los PMN del reats e los dariergs
nuenstvan una efjcacia faypcitisa y una actividad badtericida
aiygnificativamente nmayores) indican gue, sin periuigiv da ia
rendenclia gandral, algunes cordercs son capaces de respondar 2as
afizaznente a la infecsion por §. aureus SuDsp. ZoAfloRael. 847
a® POr 2l momento pa AOnozcan Las ragohes. PrasuRidlenentd &l
cerderns 4 serisa mds resistente a la enfermedad e L0s AnBIesns
Fue el resto de ios Cordercs.

£l principal componante dal sistema  oIine
independiente parecen ser las proteinas cationis
amtinacrariand de estaz proteinas frentae a §. Ruleus.
ingdirectamente utilizande sxtractos granulares oyrudes da ¥4 de
awraie (Odeberg y Olsson, 197%) y bovinos [Semaars ek al., 1978
Mayer gt al., 1988a), depends en kusna nmadida del pH. Ns%ta
agtividad es nag efectiva & PN por encima de la neutralidad e
inmgilugs los extractos granulares de 103 FMY povines BE Prasanian
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asmividad nkiravteriana Fir debays de un pH de 6,5 (Mayer g
fe . +EHEA) . Fn el casc de log pMM svinos se descandca en que
an ia saver o rencr actividad del
; indepgndiente. No poede descartarse
in -wez':a.,.‘-vmg =& lag bacterias fagocitadas contribuya

ARAT £, 0¥ daniy: de los fagosomas.

e

Heayer g% AL, 11%2%a] han sugerido que las diferenciag
ieAarialan an iy rokiana de eXTractos granulares
Sredns 3 MH wauiros frent a distintas especies y cepas
sactevianan podrian a pue las diferencias en las
rrateinas ?’*~1Wr~:“';gla?:»; g log mizrosrzanisnmes afectasen a la
proteinas catidnicas. la rism
Ze ue HisTintas cepas de Zapdida
te Dpananella ""Q;'l;:‘.&d.m {Rest
il diferente a la acgisn
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im laos d0s grupos de animales. La prasentacion natural dHeo Ia
enformedad en pequafios porcentajes de lus aninales adulvos Padria
deberne, entre olrag causas, & un defecto de ia Funcion de Loa
Py de los animales afectadoes.

Aungue en la patogenia de la enfarmadad de los angcesos
pusden intervenir otros factores, los resultados de sste estudis
sugieren gue la incapacidad de los PMN de los corderse para
fagoeitar ¥ degtrulr eficazmente a . Jureds subsp. RDASEODius
pueda sar el principal factor determinante da qua la snfermedad
Llegue o no a desarrollarsa,

¥.3. RETUDIOS EXPERIMENTALES EN ANIMALES.
v.3.1, Inoculaciones axparimentales en @orderes ¥ cabritsa.

LA patogenicidad experimental do §. Qub4E S4E5F. ADASLSEALE
para el ganado ovine ¥, en aucha pancr medida, para 81 vapring
ra sido investigada previaments por distintos autores [(Aynaud,
1522, 1932, 1928; Carréd, 1923a:r Benito v Borrel, 1997 Blanga
Loizeliey, 1960 Shirlaw y Ashford, 1%62: De la Fuente y Hudrez,
L9B%: De la Tuente ot al., 19%%a: El fanousi &% ak.. 19839). ua
LngTanta, TOND eXpuUsimes en el apartade de odietives, aun fpiedan
zuestiones por resolver, algunas de lag cuales se han abordads
en aste trabaio,

La enfornadad de los abfcasss en ovinos hd sids deagriva
raiteradanante an Jiatintos paises, L7 Tue poNtrasta oon @l dechg
da g4 unicanente g4 Rayan diagnasticads dos brates del process
e ganada sapring en Italia [Valentl y Bieler, 1934} v Sudan (§l
Banocunl 8% An-. 4989 . Ademss, De 13 Fuerta y Suarer [i%B% ¥
LInan y Hesiazi [1%7H) en sendos repahbos aixtos de weslas
CREYAS thgervaron gue ningune S8 los oakritas ol de las gapras
agtapan afextados por la enfermedad de 198 ARSCLRLS pasa 4 e
na gran propersién de los ovineas jovensa y algwnda svalas
padecian el procesc. las owgarvacionss de fampe, PO L2 Lanio.
paracen sugerir que ol ganade caprine 9% mas Tesistente A ia
infeceidn natural por §. Adkous subep. @ n B LS OV LN06.

Exziuyendo egte trabajo, Aymawd (1934, 19213, 3934 y NI
Sancusi gt AL. (1909} sen los unicos auiores gue Ban resllzsds
ingculacionas experimentales en caprince Suh el agenie atisligies
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e 12 enfermedad de 15 absuescs. Aynaud conmproba Qe 1y
ion del pus procedente de abscescs de ovinos afectage,
1RGS2 de una suspension bacteriana (Avnaud, 1323) pap
Jua gubigutanea o intrasusculay daba lugar a la formacisn u,
ApEsagns an los puntes de inoqulacion. Asimiswo, El Sanougy BL
Bho LIREL repvodulevon Loz abscescs en el punto de inoculagisen
en s oapras aduitas infectadss per via subcutanea con una
RLERRNBLON Dacteriabx a la que afiadieron un 2,5% de clorurg
duLniso para favareser i necrcais tisular,

4% lnoculaciones subcutdnes&s en cabrinpg
daoeste astudiy coinsiist en gran medida con las descritas por
Boangs Luoitelisr (3483, ¢ por De la Fuente y Suare: (1983) @n
inanuaanisres similares realizadas en ganade ovino: formacisn dg
SEECESCE e lom puntod e inogulaclion o infartacion mas o nenocg
Lnnenma ge ian jargiicd linfavices regionales. En 1o gue zme
rmflere 3 La afercion Je log ganglics regionales, hemog de
jeptacar jue en ung de los cabritos se encontrd un absZess
veealizade en sl oganglie sublliaco del lade inoculado (fig.
SR8, leSidr gue ge rorresponde perfectamente con la caractan
4o ia enfermadad natural. De la Fuente y Suarez (l13a%);
Lraren en une de Log animales incculades por wvia
anan rana gveta ie 2as de 1 afng) un abscess en el gangliw
beith superficdal dal lado inpeulado. Por el contraris, Ayraud
i Ay ZL Zanpusi gl al. (1%B9) no hacen an
FLE LAY YATATENCLA BN BUB EXPErIMeNntSs & la reaccion ganglisnar,

g resultades da

Wl FASPLERtR  Lo0al lz ineculavlen intramuscular fu
doE cavro aztudiades con formacnen de varios
“om masrilun de la regaon femoral (f£ig. IV.1d)
Auredediy de Las 4 semanas, observandose a
vEE o wultiplem figtulizaciones  seguidas  da

sLERLTIzaCLanas. AdLmionalnente, al realizar la necropsia de ums
d@ Lo ceErives se anopntrs un raspiefiv abscese intraganglionax
2 oLre de ive ganyglles agorstales. Eno ingeulaciones intranusculae
YR BLRLLAYEA veAasizadan er ganado 2ving, De la Fuente ¥y Sudrez
TEBE) tRBarvarsn upa Tespuesta Local auy semejante a la descrita
BEY mesEiTes, RL Bien estos autores, adamds, encontrarsn en los
fow amimsies  Sevoulados akzeesod en el teche de la pelivi
oL BOLURASNE Ton log PANglics sacrales, gue en algunos casgs
presevisban foens purulentos.
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vemo en el caso de las ineculacionez suboutareas, Avraud
(1822, 1823, 192B) describe unicamante la formasion de anacasos
an jc8 puntos de 1noculacion y considera qus la vis intramuscular
en una de las més adecusdas para reprodusir loa mpsoessa.

Un hecho destacable de log resultados da este ssiudly ss el
contagio natural de la enfernedad sufride por el sanrits eagleads
copa tastigo en el grupe de aniwales inooculados por vis subouta-
npa & intramuscular. Hay gue tener en cuanta e, A difarersin
de lo ocurride en el grupe de cabrites inoculadas prastisaeds
ingisnionea cutdneas, la contaminacicon migrodiara an el fatapls
en fua ad alojaron los animales ara muy elevada cona ronsssuensla
de las mpultiples fistulizaciones ogurridas won  I28 animales
inpeulados desde los pocos dup.i. La elevada carga micreblana en
sl arbiente Junto <on @l estrache Conbtacto gue MANTANIAR (D6
arinales seguramente favoreclercn el contagio. las lwsionss
nalladas an esta animal an los ganglios parstides y zetrnfaringes
Iateral derechos no difieren ¢n shasluteo de las degsritas en (vs
cashs deo enfermedad natural an log ovinos (De la Fusnte y Sudres,
1985; Da la Fuante g% al., 198%5a)

En resunan, puede decirse que la respuesta de Lvs cakriiss
a ia inoculacidn subcutdnes e intramusculay oon 8. AuLexi Sulep.
apAerapign o8 muy semejants a la observads en OvVIHDS.

En el ganado ovino s¢ ha conseguids repraodusir experinental-
merte la formacion de abicesocs por tadas las vids de Lnoculadibn
gnsayadas (subcutdnea, intramuscular, intraperitanaal, intraples-
ral e intratesticular) excepts per la sral y La intravenssa
(Aynsud, 1932, 1923, 192§; Carre, 15%I3a: Benita y Bovred, 12TV
Blanco Leizelier, 1960 Shirlaw y Ashicwd, 19464 D6 1la Fuante y
Suarez, 1585: De la Fuante g% al., 198%a). Mo shatapte, al eagien
e rodas egstas viag, sl axceptuanos en parte .a subuutines, Tlene
ina utilidad limitada a ia hora de explatar 13 preaghtacids
natural de la enfermedaZ, En efertc., aubifue LB absdests be
reproducen con facilidad an los puntos de laseuiacicn eppleswdo
lag distintas vias, ia enfermedad natural, o3 deciv, la fewmagion
da abscesos en los ganglios linfetices superficiales. 3diw
consigue reproducirse en algunod casas por via subowtanss. T, aun
&0 A5%i0s CasChH, la intehsa reagcidn inflamatoria lesal gue se
produce en el punto de inoculacion sa slaja S0 1o oserveds en
ia enfarmedad natural. Es probable que los fragasss en 13
repreduccion experimencal se deban a que las vizs de irogsiselim
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uTLloiradas Rasta ahora no repraducen 1as condicisnes aen lasg Tu
-

g4 estabiede i3 infexsion na

Teniend: en cuenta, pour urna parte, la lscalizacisn da lag
seziones en la enfermedal natural ¥y, por ¢tra, ia Simili 1a
La enfermedad de los abscesss con parte del cuades C‘lnlCD da la
cunfadenitis casecsa paracﬂ razenable pensar que la entrada de
la pacteria en el crganisms se produce a partir de aolucionay de
currinaicial de la piel.

Er la llnfadenitis -asessa se ha ¢onseguidsa reproduciy 1a
formacieon e abscesss s7 .05 ganglics linfatizos superficiales
‘nfegrands oon material puruiento nReridas de esguiles frescag
(Magy, 1878), aplivanrds scbre la pilel recien esguilada paro
AFANenTemants .ntatta un o galda de oultive de ”g;xngggg;g;;gﬂ
EAARRIRALRANGALRTLE 1 un ligdade arsenical empleads para gadog y
certamicady oon el mlovosrTganisme (Malzn y Robertsaon, 13%3)
CGAANAD La NauteYIR en 08 va
can¥aniaa rasnand v Watso 7
DARLANBLAGNeS YAITArIANALE SaN0uTAn
ak . I8, LiELy,

acs aferentes da los ganglis
7r Burrell, 1573) @ inoculands
aamente &7 A Tvaia (Fepan an

I3
P

5

e
e

IEANIINGE @t 105 regultasow obteniios Ion G- mRmadovubarc..
& timatanus ura ruava forma de lnfectar @ Los animalen 2om
s B4ISxd 5WOBP. AL3gQIOnidg Tensistente an  Limpregnar sen un
VOode LA nasvteria -n:im‘“"ﬂs superfioiales practicadas en
e Ul lavio nfevinr voen una de lasm ewsrenmidndes tardcicas
@ncama A8 ia artizilasiio sarpiana, La elescien de eaton
RODATA UERLIVAT la® LoriaAlLones me fundangnta en fo O S
el .:‘“s,“».a fannades  uon mayer  frecuencia  en LA
anfaemedad tatoeal, aon ;cs G@ LA cakera imandibulares, parotidecs
| :a:v:{ar;a~eﬁa SATATALeR; seriidcs an orden e Lmporiancia ser
LUE TREVASRLes Auperiiciales Blance woaseller, I560r De La
Fagnte ¥ Buavaz, 198%: Ue la Fuente gn &h-. L%BTa; . Lom ganglic
TATELTLIEres. paravidess ; retrafaringecs Laterales poSaen VaRns
LLeTENTAB 4N 14 piel i 108 Lablog ¥ LUB Cerv.izales superficiales
+ 5B TLeDRR, sNire SIrAs regisres, en la pie. e Las extramidiades
antarieres {(Saar y ¢ Ny, 1983).

LS rataltadon pbtenides urilizando este netodo de infeccion
Tuereon buy satisfarterios, Fues an Lo tres cabritos y an uno de
iu8 d08 zordaria inoculados se dessrrcllaron abacascs en los
FargLioe Linfarisos sobrae ios Jue dranan las regiocnes infectadas.
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L3 evolutitn del process @n g8LoE CUALrC animales £ip anaioga
entre i ¥ muy similar a la ohsarvada en e! casa de) maprivs
utilitado como testigo an el yrupo de animales insculades pey via
pubcutanes & lhtramuscular ¥ gque, Como vimas antas, DERETATD LA
anfernedad espontdrieanante. Curanta 1om Primeras A.p.L. N9 se
detertd altoracion alguna, pero alrededor da log 7 g k. Comanzs
a apreciarse una ligera hipertrcfla de Ilom ganglite manditular
y cervical superficial del lado innculado, gue an el cass 28 i0n
sabritos se aconpafio de una llgera elevasion de La nempATAt.LIa
corporal, ¥ que fue haciendose mas eviderta cor el nienpy nasta
gue al cabo de aproximadamente I semaras p.i. sa consvatada la
presancia de abscesos an los ganglicos lmplicadas. Lag lesiones
ancontradas al reallizar la necropszia de astos arimales a Lag &
semaAnads eran analogad tanta RMATTOSCOPLTA 0909 MLTreAstp.lamanta
a las descritas en la enfermedad nawuwal (Shirlaw y Ashford

L9627 De la Fuents ¥ Suarez, 193¢ Da LA Fuabts At oAd. . L3883,

In uno de los das corderss infastadsa mg se  oonhatany
alteracioén alguna a [o larga de rada ia experisncia, si Zien ab
realizar la necropsia 96 enconbyarsn, SURG SRLS8 LeSLON MATEIsTo~
Fica dagtacable, dos focos purulentas Duy pagusias en el iater,ar
del ganglic mandibular deracho (fig. IT.3T). Histglifgitanentae.
&n LA Zona paracortical del ganglis sa jhaervarsn los miorsabscas
508 asl como macrafagos de cuerpo fimgikble Y an lom oovdoses
nedulargs se detectd 12 presoncia de c4lulas plasadticas. I ia
linfadenitis capecsa se ha dessrito que Lo macesfagas son a0
componente muy importanta an las leziones an fase e resvlugibn,
ziantras que an el vesto de las leaicres se entuentyan fundaman-
ralmente polimorfonugleares (Joily. 1963, fSazay, 9484, .8
Pregencia de cdélulas plammaticas dehe interpratarse uvome ung
Tespuesta antigenica en su fase mar avanzada.

El ralativeo fracass an .3 repyodudd.un exper.marbiL. 28 .4
anfarnedad en aste cordero, an comparaclian oor €i resto S8 .2

animaies, podria explilarse puiv Las Iiferancam indlvadualer

sesarvadas an la capacidad fagocitiva v en Ly agtivaidad baster.-
wida de 1os PMN de plguncs oovderos (Ver apartads anierior). .9
gue pedria traducirse en una maysr resissencis a4 La infesitn.
La disqrepancia también podria deberse 3 un falin o Ja EEINLER

de inoculacion, aungue nos parede pedt proRable.

Un ligere inconveniente de esta metode da (afecsids en
comparacidn con las ingculacicones por las vias “clasicas” e fue
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na puede firarge con exackitud el numero de bacterias gue entran
en Coantacty von el hospedadar {dosis infectiva) en cada casn. 14
anLen gue cabe hacer, cosa gQue se ha procurado en este trakaso,
25 estandarizar al maximo la extensien y profundidad de lag
inTisionas practicadas, la concentracién de la  suspensien
tactariana enpleada y el tienpo gque la guspension so mantiana pr
CONTASto <on las incisiones.

El pericdn de imcubacicn de la enfernedad de lcs abscaescs,
e acuerds oun los resultades de las infeccicnas experimentales
cutaneas, ef de aproximadanente una semana. Ahora bien, hay que
tanar en cuenta fque las primeras alteraciones detectables en los
animales, hipertrofia de uno o mas ganglios linfaticos superfi-
ciaies y ligera elevacion de la cemperatura, pueden ean muchos
cason pasar desaperIiridas en condicicnes de campa. El perisd
fe ineupnagiin empieanda otras vias de insculasisn (subuutAnea,
“ntranusonliar, .. es machs maAS  Cort (24~423 horas) y, por
supsesto,. »ons renos ajustads a 1o gue Sourre eon la enfermedad
nATIral.

Lo resu.tades de las infecciones experimentales cutaneas
27 98 Cabritos Gunto oon 1os sotenidos en las inoculagicres
3

WOTWRANAAS & InTtramusounares oonfirman gue eald gupevie as
BENHLELE B L3 LnTeueisn pur §. AuTAME SUESP. anaerzhbius. Con Lo

reaultadas de este estudis no pueée valorarse la sensibiligad
TELATLVA dw L95 Surderes Y JaLTinos A la irfeccion experimental.
Fara a.ld 4873 neresarie denersidar La 2usis 1nfestiva 50 (D)
aur fiferertes vias. In susliuier camm, nuestros resultas
BAT@UAn LNILIAY FL48 L8 CRETLLLS BUN 8] menos TAN sensitles somg
. A srferplan eaxperimantal. Este hneshe fontrasta
Linag e Iamns, que, oomg indisanos al comlenze

Bageriy gue e. ganads caprinc es mas
ratural por 3. agreus subsp. anperckbisg

z}:
9

Faa 195 L% LG

Blameo Leizelier (1364 sugirio coms posibles pdertas e
ertrada de 1z infeccidn las pejguedas heridas en la piel, .o
espacios linfarices del anille faringes o incluso la cicatriz
wspilanal. Hudstros resuliados apuntan como via de entrada Dis
proable & las poluciomes de contingidad de la piel (heridas,
arceioras...). Es pesible, ademas, gue laz bacterias puedan
SNLIAT &R 8L STPARLIMO a traves de alterationes de la pucosa
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pucal cumo ocurre en la linfadenitia casensa (Ashfag ¥ Campbell
«650; Brown y Qlander, 1387 Batay, L384b).

Las investigaciones #obre la enfermedad de 193 ebacessa
realizadas hasta la fezha no se han coupads de la patogeresis del
procests. Teniende en cuenta los resuitados «de las inocuiaciones
axperinentales vy los de los estudios de fagocitosls y supervivens
zia intracelular, consideramos qua el modelo de patogeresiz pro-
puesto por Batey (19B&b) para la linfadenitis casacsd podrin sav
valido para la enfermedad de 108 abscesos con las medificasisnas
gue discutiremos a continuacidn, Segun Batey (1988bh; el 2esarrpe
1o de la linfadenitis caseosa implicaria infecciun primaria da
neridas de losz animales, diseminacien linfatica y hematégera a
infenpion secundaria de jos gangliiocg linfaticos y  algunas
visceras. A partir de este podels la infeccidn podrias ser
eliminada o solamento contenida, desarrollardose en esta uitiss
wagn las caracteristican lesiones rcasecsas.

Una diferencia sustanclal entre la linfadenitis caseosa
la enfermedad de log absCes08 €8 Jua &1 azta ylhima no se afassan
leg ganglios linfaticcs internus ni las vigceras. Las estwiias
exparizantalag confivman que ia infecoion queda lecalizada en 1is
gangliosg linfaticos regicnales sobre log gue drapan (49 avess
Macualadag. Por la tanto, en la enfertedad dd log abscasog Lras
8 infeccion de heridas cutdneas habria ouna  dizemimacidn
Linfavica de la bacteria, risn en forma likee o bien an el
interine de fagocites, hagia los ganglios Lindaticny rayisnaies,
donde la infection puede gprogresar Jdands [ugar a lam [eslondes
wivicas. En asta enfermedad la disesinacion sanguined @ ro s
producse o Log Ricrosrganigsos son slininadas al pasar al nurrse e
fanguUine. LOg resultides neganivos shtenidss Lmeguiandyg Las
nACYerias por via intravencsa apoyan eata iies . Bymaud, 1957
Banits y Barrel, 1§%7).

£n zontya de lo dessrito por al reats e autoras gue Tac
iwvaestiyade la enfermedad, Blants Luwzelier (13480 considern pue
.06 abscesss en ocasiones pusden afestar a yargiivs Lirfatizas
wntarnog. Tampoco hay unanimidad an la Litaratyra en cuants 3 Lba
losalizacisn de lag leslcres, pues segur Aynawd (1%23, L85l
1938} y Shirlaw y Ashford (136%) los abacesos pusden andontrarss
en gl tejido celular subcutdnas y entre Los zusdulss sin afedisy
a ganglios.
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La lesioén caracteristica de la enfermedad de los abscesos
es de tipo granulomatoso (Aynaud, 1928; De la Fuente Yy Sudrez,
1985; De la Fuente et al., 1985a). Los granulomas infecciosos son
lesiones inflamatorias focales inducidas por patégenos persisten-
tes. La inflamacion granulomatosa estd asaciada con nmuchas
enfermedades humanas y animales causadas por bacterias facultati-
vas iptracelulares (Hahn y Kaufmann, 1981; Collins y Campbell,
1982),

En 1a linfadenitis casecsa el desarrollo de la infeccidn en
los lugares de localizacién primaria o secundaria implica
fendmenos de fagocitosis, multiplicacidén intracelular de ¢.
pseudotypercylosis y muerte de las células fagociticas (Hard,
19697 Batey, 1986b). Las bacterias liberadas son fagocitadas de
huevo por otras células fagogiticas, las cuales sufren de nueve
el proceso de degeneracion y muerte mientras que los microorga-
nismos continuan multiplicindose. Este ciclo de fagocitosis,
multiplicacién bacteriana y degeneracion celular es la base del
desarrollo de las lesionas cronicas observadas en la linfadenitis
casecsa (Batey, 1386b), Se ha sugerido gue la capacidad del
hospedador para desarrnllar una respuesta celular eficaz puede
deverminar en buena medida el que la infeccitn sea eliminada o
brogrese (Batey, 1%86b; Brown y Olander, 1987) .

Los resultados de los estudies de fagocitosis y de supervi=-
vencia intracelular, como se descrikis en el apartado antericr,
parecen indicar que también en la enfermedad de los abscesocs la
mayer o menor eficacia de estos procesos puade ser el principal
factor determinante de gue la enfermedad llegue ¢ no a preducir-
se. El hecho de que §. aygeus subsp, anaerebiug—cea significati-
vanente mas resistente que S. aureus—a la fagocitesis y a la
actividad bactericida de los PMY de los ovinos jdvenes podria
explicar el que §. aureys subsp. anasrebiugse comporte como un
patégeno persistente para los corderos, capaz de c¢riginar la
lesién granulomatosa, mientras que S. aupews—no npuestre esta
capacidad. Los resultados de las infecciones experimentales
practicande incisiones Cuténeas en corderos con 5. auresa—
contirmarian esta idea, pues en los ensayos realizados no se
produje lesidén alguna en las animales,

V. 3. 2. Inoculaciones experimentales en ovejas en lactaciém.

La patogenicidad de g, aypeus subsp. anaerobjius por via
intramamaria no ha side investigada previamente, =i bien, coma
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ya Disines referencia en la introduccidn, Blanoo Laizaliey @ 1sar,
afirea kaber aislads el microorganismo reiteradanente da s mana
de avelas y Shirlaw y Ashford (1962) encontraron grarulomas
incrapamarios con fistulizaciones y abscasos en dus anissles.

La estrecha relacién existente entre 5. aureum subsy,
AUAALERINA ¥ S. aukeus y el hecho de que §. Auraug sea la fausa
mag fresuente de mamilis on 108 paquetas cumiantes (Madal, 1993
@atsnn ¥ Buswell, 1384), en 1o que produce la mamitis gangranes
#a, Justifican el intardés de asta invastigacien,

Uistintes eptudios experimentales demuentran gue Lan ove-as
suA Py sensibles a la ipoculacidn intranamaria 2on 3. auisus.
cum3 g4 desprends del heche da Que nenos de 100 macterian sean
sufizientes para reproducir la mamitis clinica (Plosset, 1957
e Gall vy Plammers. 1865; Watson, 1944).

lag resultages prasentadon en ests trabata permiten Aiviiuy
a los animales en dos ygrupos en funcidn da la respuesta siirisa
a las inggulacicnas y de los resultadss microbiclogLova. Une e
allon astaria formade por des anisales (ovela B y B) en lzs mue
ny se detentaron alteradicnes clinicas y sdlamanrte g8 alslarpe
mapterias de La leche durante ias primeras 48 M.y.i. Bl owtee L
ihteyrarian 3 animales (IN, LB y W) en losg jus se datesso algur
grade de alterasion olinica. Aderas, de la leche ga estod
arinales se aigslaron bacterias no 2910 les dias sifduienias 32 la
ceevulacion, sing durante distintos perilodes que se intevsdalaban
far shros an loB ua 0o habia liberasidn e 3. akdug eabed.
ANBRIANLLE -

En el ganado oving nd existe un friteric unaning gue pernits
TRLACAONAY LDB TROUGTMLDS da celylas somAtivas en La laahe oon e
agtadn =A% o hencty patilagice de la nama. Adesds, sefur ing dated
dm la litaratura parecen existir difsrermcias on funoide 28 La
raza de i9s AnibAles y sl noments de la Ladtavian enm e %@
encuantren  (Markie vy fpdgers, L1986 Reitran de daredia &
Itarritia, L9948 . L29 recuentos considerados fleioioyiags (uands
no infectadas) publicados por distintos awvterss csclian enfire
40.5068 y 785.¢00 welulassm)l (Ounteridge y Lasselles. 347
Ceidivs y Watsen, 1982; Srean, 1384: Mackie y PRodgers. 1834:
Baltran de Weredia & Iturritza, 19§8: Pehenakis y Jaoeas, 16947,
Alguncs autores han propussto coms linite mamime o8 Dormhlided
10% celulaa/mi (Srean, 1984; Frthenakis y Jowmes, 199¢}.
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de los recwentos ohTenldos en La lelthe g lag

mANAS N mepuladas, gue nuy raramente excediersn de lig.lg;
~elulas, »l, capsideramos gue en 103 Anima les utilizadss en emtg
Trapaje  reluentos  por  eneina de TEC.000 células-m T

ABOOLAYSE oM BATLITLE dubolinica.

£a la leane de la mama incrulada de la cveja R se detectaren

soag baztarzas o LI0 wfosml) unicapente el misme dia de [a
acice v el sijucente., L3 elimlnacion e radterias sy
Auﬁwpﬁﬁa de un incremenro moderado de 108 recuentog dé Te.ulaz

iram oen la mama inoculada {fueron ligeramente sipariires g
;ﬁ"xmlulﬂs_ml} durante Los diag 1y 2 p.i., 10 jue demuestya una
rpaccion inflamaTawria ue 14 mama muy ligera en copparacion wan
la pbservada en el rests da log animales. Ells puede axpiicaras
parae 2l rumers ie zastarias lnocouladas 4 93%2 cveta fue entrag
4,300 v $.030 veces infericr al emMplLeldd wn &l restd s lzs

EnaRALes (Tabaa . s, a0 . Adana 1a ovela F fud

sor hactarliazs cavadag oon sulu“ 4mogalina, e

imeluia lod pooductce extricelulares, Loo@i

dezarroilia 2 re de .La infescion. En efecuio. wWatsoh v Lue
1%78) comprosaron guwe La respuesta de las gvejas vaviaza en
4 meoimn dal inae.ic wmiilizade: las ovelam pogs pradigtiras e
em X TBASIGY #CL0 desarrcilaban una L;qera ™A e
. Lamaan reatvanasaria con esnallloge LAVASIS, T.BNLIAT U4

aaEn ies *”‘l.anan wna manitis aguda.  Eain
R T :a&c lam aminases.  ndapendlenterTant S8 B
Poaninr lpoTan. Be nrodc.d Mamitls aguda cuangs se u:;;;:aza

Lo - A A

woaat fr cdlds Ge Sda%iV 8N &L gue de Mabian oves.il Los

i TREN

LINL T TAN RTINS,

To TER4LTASES S8 LU TecuenTid 54 TeLUNTE BINATICAS 8T L2
o S Lk omama ;::¢¢;&ﬁ= 1@ L& Tvera . Jue LATpLTT TLeLIW
BLTArasiores’ Slinicas, fuerar elevadizinos mayored: Ie o X .o
TELMLRY 3
TLEB QuB SUND 1A SNPErLenCL2 prESTICATAnTE ng deslendlersn s Lo

grimerza 4,52
saLalan-mi. Istos resuentos celulares andifan coaranente Jud e.
anamel @ufric unad wMamitis subclinica, gqua se atcmppade de un
disminusisn ippertante de la produceldn lactea. L% _ae CONTrARETAE
~en Lo% ressitades piorobilLag.ises regatives chtenidos 2 pAartLy
de pegunds 4.p. 4. Hay gue aup‘”er e WA mawi-;ﬁ subciiniza fue
repgpeciancia de la inooulacion, aungque ne puede explicarse poY
gué se proisrge durante tante tiampo sin gque se datectaran
Dactariag en la leche.
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En el grupe de animeley gue pogtrarem alguks graids de
regpuesta olinica § gue elininarof cacterias intersitartensnis
por i3 leche a 1% large de la experiencia cabe haver una
difarenciacidn entre la ovela LN por una parte y lag ovajas 5 y
LB por otra.

Clinjcamente, an la oveja LN solo se detacto un ligess
incranento de la tesperatura corporal durante laz 4% noras
siguientas a la insculacién e infarvtacion a partic de las 4
H.p.k- dol ganglic samario ifzgulerds, correspomliente 4 i1 nama
immealada.  Estag  ligaras  manifestaciones climicas, al  »9
apsmpatarse de alteracicnes avidentes de la maza nl de Sismina-
zitn da  la produscicn  léctea, pasarian  desapersiiilas en
rondicionas de campo. Por lo zanto, al gual gue on el casy de
la ovela B, seria mis adecaads haklavy de mami%is suboliriza, oo
putfiraan log resyltadss dse log recuentaos deluiares s f.ersh
superisres & 10° células/nl durante practicanente 1o 5L 1.a3 gué
4ure la axperiensia.

I4 unica alteracidn macroscdpiva encontrada en a3 necrapsii
da la oveda LN fue una lligera infartacion del gangliz mamaris
Laguierda. Histelogicamente, en el ganglic se ohseivy wna
modorada activaslen del cortex, asi Come akundantes caldlias
slasnaticas an loa cordones Medularas, Jue ha de interpretarse
wamn  uTA respussta  antigeniya en su fase nas avaniada. La
glanduia namaria mDostriba una esLrustura graftifamente »ormal.
8L fien aparecisn algunos newtrafiles en ia luz alvealar vy

* oo

caguelita grupes de sélulas pPlasmaticas en 4l intevanil.i.

L4 respuesta a a Laocylacaon de la svers LB oy W fee
sinmilar, desarrclilandods en anbas una DAMLILLIs SoLlrica gue se nlis
muy evidentg &, TADg Je 4N samama y medid .40 B8 amand.es
mABTTARAN reactios dlfrsaa 4 L3 paLpacidn de LA mama
que 88 apreciakba Lnfianada ¢ indurada. Logicamenta el pruvssc us
aponpats da elevados recueantus Ce,uiares y de disdlrudidn Srusda

Ao L3 produgcicen de letne.

PRLEEAVI B %

Li% lepiones encontradas en estos animales 3l pes.iiar la
mecrepsia & ies 21 4.p 4. (oveda LB) y & Jeos 16 4.p.i. twwela 4 )
fyeron similares. Macrosuopicamente los gangiies .infatioed
mamarics jzguierdes aparecian muy infartades Con respevis @ PE-
darechas ¥ 1as glandulas incculadas estafan aumantadas e samadka
v 8y consiatencia era fibrosa. Al corte s8 apTresiakan maitiples
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% : E

po tangukie i I enes medulares de loe ganglics
- - -

a H t

Ty .
iinf® guradns ndicaria jque ha habad: destyucouion o

mohe celulan an.c:dmw an antos gangliocs.

T THE.LL deowwte astnudls indidan gue La patogenioloas
da DL guress SuTER. IDABrabaME pUr wia intramamaria
£3 Duth) mansy gue la O . QLS. PUESLC gue S8 precisan dosig
Muy altan dal orisen o9 vt cdlulas izl ara producir mam.t,
ie .om o aninalen. Ademas, en Lod Cas0s en Loy
s olinica,  erta tarda an manifentavsa
agARg Y 0O Li@GA A Her Tis grave oomn La

slimlca en Akl
fqua 3 prad
alredadar dn
BAS AT LG HASHONIEA. (I 88 mud
ANLBAL .

NOS SABLE SIrRromete on o wida dal

ie la maca frente

ix FagualinmLs L.evada a sabe por Los M
B los raseitddos de aste estudio sygLeren,
AnANREE AT BB TANNE DANIYENnS U . Jua8ng por
B0 BOATLA ERT JUNBASLRnLa de Jue g FYN gue
LBOTERA NGNS LRSpUEnta 2l estir.all %

may hY @XiZA0Ld A L4 primera o
LoB TEB.LTAASE Ue LAY LMDULLani
AR e 237 4518 14 rreLani
ATTHELIN . pAVesar Iy que leperis !
R 2NN B S |

FEM oum LIw

- o
CBOATVTRS

3% BOVLL

IBELEEYEN

a
-}

in

estan LG8 Tattar.as

TIRBTLDA um ne na L2% OMRArLMAntIs L0

e vay

Para : ol : i
REFBIIRENTRLES 10DLBBTIAN Ul §. BLIBLE PuRSr. 30ARIDLeE S

BRT FRALMFENT SR L3 2@ ErAnaniyLA, GAdAE LaF 203l3
THE ARRAE rapeaT.iss para produc.y mamitis o 2LLiMIsa es LooD
grw@aﬁla Wal LA BATTGL LA DCARIOMe MARMILLE AN sIndiciones

SAtErales.
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frimera.

Seqanda.

leruetra,

Suarta.

Saptima.

Loa astudios vealizados e 3. aursug 5080 2098500 aws
zediante la téonica de electrotraraferangla v 278, 19,1
ANRUBDENZINAIcs  desuastran  gus oaava racTer .
sintetiza ni toral ni parcisimenta 4 apoani.es i
cataiasa.

La edad de loa animales dorndores influye desisivas
te an la Capacidad fagociviscn i yitro de Los Pwn,
menon frente a las dos basterias eavediadas. :
dendentra ol hnachu de Jua Loa PN 4 e
jovenes fagonitan menos eflicasente gue Lud PR Se
avinog adultos wants A §. Ayrsus 2u4B3E ALNASILNLed
como A §. AMERua.

Las diferencias an ia COMPOBLIULON oo @0 RS SACAINHN
igticans figiologicas ¥ DIOGUinieas ed,BTan"as & irg
las dos bacterlas infiluyen em La mancy cagasiday
fagocitica de jog PMN de loa armisa.es overes frasva
4 8. aureds subsp. AnASXANIUA-

8. puraus subap. ARAArchiuz €z 0as resistenta . I
dareuf & la actividad wvacter:ioida de Lpas PN 3% s
animales jovenas. Ademas, nn se cuasrvan diftaver. .z
gignificativas en la <apagidad pasteravida de ooe Py
de los corderos y de iog aromales adultos frants a 4

BMKEUS SuUPSP. ARAAYXERISE-

La suparvivenzia jntratelular aata altimerte
cionada oon la fagocilissis on ia wayerliad de i
Tantz los PMN da o Sorddros coms leps S L IR LnLg

AdUlBof 2UESTIAT AleMEX uta TLrYALRTLEn Iantraria oy
3. AMESME BURSh. ADRAKEELNE T4e Ut § denBul

ArBEE
HRG &

Lod o wagultados  de las  Lnedulaciohds b
intranusculares ¥y practicanda Lnousannes T.Tar
M58 zabritos comfirman gQue LA eapedi®  LART.LTA &
sensible a ls infesziwr por . Aurfqd ZB8F. Asdalisrn
LiNs ¥ Jue las alterasiones ooasionadias expalimariaie
mente son nuy semeiantes & Lags soservadas en LTa
CVinos,

A diferencia de orras vias Je imesaladivn, & Lelen
cidn experimental de irgisicones gutibess ropeoilelm tuy

e G

-



eficarzzente .2 eniermedad natural. 1o que sugiere Jus
+a8 sziucicnes de continuldad de la plel son la puersa
4q entraia =ds procatle de la infececion.

La raproducclen experimental de mamitis clinicas con §.
AUINME sabsp. ADAMEODINE €8 posible, pero dada ;a
dosis tan alta requerida parece poco probatls gue a
Bazteria ccas:ine mamitis en cindiciones naturales.

HTava.
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gn ente trabaio se ha reallzade un estudis le i3 Jafic:
resplratoria do SRABhylRGOREUn AULE SuDBE . ALARLAEAHE
g BW ANEAON paTIgana an lag espacies owvira , TapEina.

§. AuISWg supsp. ANAARLLiuE es el agente atislegicn 48 s
anfermadad de los abscesos de los corderss. Ias pacalissidedes
AiBTLATIVAS DAS lmportantes da asta subespesie T0R TARPET A
aureus son e carencia dg actividad zatalasa, de gitMCTENeR v 2
agnaqsinonas, tedss ellus Inmgonentan de la cadena reapirargria
amrobla, la gue hage gue eata pacteria sea arasvdsioa
nroaerofilica.

gL primer aspesto de aste trabals, La daficiensia rasplyaias
via, S8 centra en Lopprobar si eshie mutantes anrataloranten Be
4. 2UEAME PuRBp. JnAAroRbya Son capaces de glihteslzar Yetal «

carsiaimente el grupe protelco da iz canaliaza. Pars @Lle 5a

Ay

LellarAren tecnicas inaunslagleas, eapleands en ia dateay)
ann.ouarpos policlenales oatenidos pay IPGCUAATISN an hnalod e
canasnsa de . Auraus ATIC 12.400 elontynforasigapania Juaia.
gatug  ARLLCUGrpLE 88 aplltarsn para LA detesdien fel grupe
groteito de la fatajasa en extractog caluiaves ¢pwdos y paroias-
manne purificados. La t4rnica eapleada fun LA slestratvansfaren-
213 3a proteinas desde geles de poliagrilaaida (HRE-PAGED o
gapertes de nitrocelulssa y posnariar detecclisn par endibdinm-
smaragya. L8 resultades obkvenidas indican e mediafie a3ta
wgrrina no fud posible detectar @n I8 extravtas naluylares 32 %
BurBull SubBp. AnAAXaLiYS Ninguna protaina qQue TeAsrionars Cur LE%
Cmmanogaebul inas purifizafas frente 2 cata.ass dm G, AubSag AT

Lad 8RO

rn el estedis de La patsogenia de Lm anfarnedad e LA
ipmcests $8 SunALARrS Prioritariec lnvastigar la efigazia 24 .
Lnisie de la actividad bacterizifa e lws PN Svi
Frante 3 2. AUESME BubsD. ADARKLLANE. BLEBDPKLE OF TOBPLIAL LB
eRL.TpE% T.ABLCAR de . ARFELE aLgladas e Procesas patiiigy
wyoven. En definitivh te pratendie cumprepar si Las difersmt.
f.ga¢.09ivas ¥ Bloguinitas entre gBTAS A48 DRULOYLIAS Be RIM

ar .n conportamieste diferants en Su iMteranoLln SR L@s P
a. Asimismo, dads gque la enfermedad natural afecha Dumdamen
rta a .98 ovinos jovenes, Lamblén s& planted invesiigary .a

ks

L%

3 £

o
me

#luencia de la edad de los ovinos donadores Do PO en L2

a
™
ficacia de estss prodesss, Gomparanda dno FTUPos IDRSBITES w09
sratitulds por cordercs de un ned ge efad ¥y el oRro pRr aninales
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vaMLtoE Sw entra duz oy 248500 ados. Los resuitados obteniiiz a-
A m;:,;:i;c indican -q;;e a2 edad de lca animales deorasdcres
&

3 oritica in vitro de 1o
AL TeNss .frea”"e a las docs bacterias estudladas, goroo -
" el herns de que los PN de los corderss fagocitan renss
wflrasrente yie 135 PYN de leos ovincs adultos tanto a 3. aureus
£, ANASEKSERidg zome & £. 2kreuz. Sin embarge, estas diferen-
12 gulo sevian debjidas & la edad ya que las diferensize on

A TIPESBELSLOT yoC #n las zaracteristicas fisizloglicas y kisguie
tes antre lap do3 racterias influyén en ja rency

iw Lo PN de los furderos frante 2
ramalked- Afimiszo, se ha comprobade gue
LL.Ar 03%d altamente correlagiconasga woIn o
rig de Loy casca y jue tants log PN dg lo
eg oavanes adultes nmuestran sliewpre
A- AnIamE *ubsp. ALARYERAMR Jue oon F.

Pt

a
3

vioan muave petodo de insoulacidn experi-
LApkegnar oon oun cultive de la hagteria
smizadygs en la pael. A diferencia de stras
.‘.3 Lrfengion sz.\:'nr:.::en!:m. de indlzicres
aflragrente La enfernadad ratural

3 i senninuidad e la :.:‘e LR
robabie de la infeciisn. Las inssulagitnes
LATes opracticanda LnCLELoT@s SUTAreAs
LIMEN Jue . especle .apr‘.. @8 senalhle a
ANEE LS BAD0E. ANAGILhELLE T Oue Las alterallo-

THB O OLTRBLINALAS  ANPEVLUANTRLMENTE  son DUy sa:aja::m;a R T

L5 oTie

WHETTRNAR AT JT7F TULRIS.

; L@ TR EBRR@CTIA ronasderadod en este nTanac: fue
=% LrUBETIZASLIN de L pwntrgesnicidad de 2. AuXeuE  suLEp.

PR AR L SN S megras en lactaciin, Inoesta
128, awLagee fue posille Lo orerradassiin experinantal de mamitiy
TERAACLEN  LhRramamar.a de &. 8urang  s.
BnASXiasal, d dosls reguerida fug Tan aLta fue parsce
Frovable que la bacteria gcasions namitis en condicignes
mATLTALBE,

e e

. i s
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The aim ol the present work was to study the rRAPiratsey
defiviency of FLERNYIAGASSME AMESYR SuUBBE. Andarshius and ity
pathogenicity 0 snheep and goans.

ALABRYIOCOGARE ANKANE SUDSP. ARAGELLIAA 1% Th8 eliuloginal
agant aof akscess disgase in lanka. The most distinetiva
charvacteriatics of this subspecies whick differentiste it frem
geasnylocscous ALE@ME A8 the abscenste of catalase AGRLVLITY,
cyrocnromes and penaguinones. all of which ferm part of wra
agroblo respiratory <hain. The result of this deficleney is thay
ohe racteria is anmeroble or microserophilic.

The tirst alm of this work was 3o study whelhey tha
agritilerant nmutants of Znachvlococous aureus subsp. ANABBL SR G
are ak.e o aynthexize tovally or partialily the protels groug »f
satalase,. ualng ipmunological teshnigues. Palyclenal ant.bodise,
varsed by snoculating rakbits with elastrsgharetisally pure
sataiene fron SRARDYARCUGENE Aurend ATCC 13600, werae uzed ta
Zetvacs the proteis group of catalase from owude and parniaslly
purified callular extracts. Af%er running polyacrilaszide yeis
tEvE~PAGT) protains were transfared alestricaily %4
mitrocellulose zenbranes and were detested By an enfymavic
TRAITLON, N protein reacting with the purified imbumaglovaling
AALNET SRARLYASCRLSLE 2urash ATOO  1I4U0 zatalase aowid ze
feveltad an veliular extracty from 2uARnuloctooud ALIGLE 8=Day.
EREL PR B

Yo oatudy the pathogerinity in abkscess Jipease, COPNEBLIE wAs
watosn ostudyiny the efficacy of phagsoyhosis asd Zasteri¢idas
astuvity of ovine PMN O apdingt ZLAnhY.O0onAMS  ARDAHE  suelbey.
Anaazabivg, alvays ocimparing 1t With wiassical I%ppbylimcsssug
Busfa.8 SLTAine Lsslated from gnesp pathologiifsl processes. In
gruaf. the aim wag w5 gtudy whether The phisi9logueai 3ma
nerima. 3lfferenves petwean thass twh PDActaria tramgiated
Suffevences 1n fhe LnTeracticn with PMR, I addatian, w3 tna
maruara. digeage alfects painly youhy sheep, we alga wanmted Up
determire the role piaved by the age ¢f the P laonors @0 these
processes and wo oompared twg groups: {3 lamBg Youlper Lhan ane
month of age: and (p) adult sheep %wd 52 four years old. Rasuiis
sotained in thig study show Lhat the age =f ine donor anitnais Ras
&

5

marked .nfluence on the pRagoLytid A0 ¥ansd akility 29 BoE as
Least as respects The Two bagteria studied. Thus, P from lanks
phayoecyte less sfficiently than those frsm aduifs. However, M
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Irem lambs phagooytosed H.ayreus more efficiently than Sdmﬂ:ig
subsp. JNALISELIMS. S0, basides age of the denors, the differencan
s@an may also be dus %o differences in the caomposition and/sr jn
the phisiclegical and biochemical charactaristics. In addition,
intracellular survival highly correlates with phagocytosis ;n
most vasgs and PMN poth from lambs and sheep show an inverse

relaticnsghip with §,aurpus subsp. anaerckius and §,auxevs.

A new method for experimental inoculation was developed,
wensisting in impregnat.nhg skin cuts with bactaria, This type of
experimental infectisn  reproduces natural disease norg
effizlantly than othar types, suygesting that skin wounds ire the
nost prekakle way ¢f erziry for the infection., Subcutanesas, ang
intramuscular insculations, as well as cutanecus cuts i young
geats confirm that cagrires are sensitive zo the infection py
Eraphvincoocus Aurguag sULS). ADAfrOn.US and that experimental
laesiang are very similar 2o those seen in sheaep.

The last  aspest was %o study the pathegenicity of
raphylogwesys adrews  =ubsp.  apaershius inoculated by
intramameary route in lactating ewes. in thig case, though ¢
ci.nical  mastitis could oe expaerimentally reproduced, the
roguired dsse was 80 high that 1% meems bavely possibie That t
basteria may produce mastitis in natural gonditions.
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