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f£.1. EXTERMEDAD DE LOB ABSCES808 DE LO§ CORDEROS

La enferrzedad de los abscescs es wna linfadenitis especifiica
del ganade ovino causada per S$taphylosocgus Aureds subsp.
Anserohiug que afecta casi exclusivamente a los animales jovenaes
rasta 198 4 ¢ % meses de edad y que se caracteriza clinicamente
gor La aparicidn de abscesos en les ganglios linfaticos superfa-

clales.

La informacien bibliografica acerca de esta enfermedad es
ascasa ¥y Procede, en su mayoria, de Francla, pais en el que fue
ariginalmenta descrita y en el gue de tarde an tarde ha sido
diagnosticada por distintos autores [Morel, 1911; Aynaud, 19:z2,
923, 1927, 1918; Carre, 181%a, 1923k, 1927; Cauchemar, 1924 Be-
mito y Borrel, L357: Boukerrou et al.. 1983%3), y de Eapaia (Blance
Loizelier, 1¥60: De la Fuente y Suarez, 198%; De la Filante ef
al.. 198%a). Fuera de estos palses se han deserito focos en Kania
;shirlaw y Ashfeord, 19€2), Hungria (Bajmécy at al.. 1383, 1984,
rvan (Hedjaz!l y Afnan, 1%V2; Afnan y Hediazi, 1978), Ital:ia
walenti y Bieler, 1984) y. muy recientements, en 3udan (El
zancusi oy al., 1589).

En los Trabajos existentas acerca de esta enfermedad se
advierten clertas contradicciones tanto en la descripoicn del
zuadrs clinice come en ¢l estudic del agente etiologice. Debide
x estas contradiccionas y & la escasa y, en muchas ocasiones,
anticuada bibliografia, creemos convenients llevar a <cabo una
sgtaliada revisicdn de los antecedentes histdricss de la misma,

I.1.1. Antecadentas hiatdricos de la enfarmodad

Fue Mcral, en 1811, el primsr investigadecr que observd 1a
repencia de zrocs Sram positivas en el contenids purulento
rocedante de ovesas an Las Jue 3e hakia diagnosticade linfadeni-
L3 Tazecsa. Jegin Moral lcs cocos eran el agente eticidgicn de
La enfermedad, aun Cuahde nc siempre consegula a2islar ics
zicroorganismes del contenideo purulents, Este investigader
considerd que las ovejas contraian la enfermedad por la mordedura
de lep perrcs de pastor, ya que antre Jos nicrocrganismos
presentaes en la saliva de estos animales se cobhgervaban tanbién
LSN08 COCop Gram positives (Morel, 1811}.

£
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Onge afics mids tarde Rynaud tampién cbservé en el exanmen
directo del pus procedente de abscesos de corderos unes cocos
tran positivos, perc, al igual que Morel, no logro aislar los
nicroorganiemes, per lo gue centrd su investigacion en el estudie
histoldgice de las paredes de los abscesas, observando formacio-
nes idénticas a los granos de la botricmicosis y describiends el
proceso coma una bhotriomicosis que afectaka al ganade cvino.
Aynaud, empleando dosis muy elevadas del contenide purulento da
los abscesos, comprobo gue estos coces eran avirulentos para los
aninmales de laboratorio (cobaya, conejo y ratén). Asimisme, el
cobaya no era afectado por inoculacion intraperiteoneal, lo cual
permitia diferenciar este bacteria del bacile de Preisz-Nocaxd

{hoy denominado Ceyvnebacterium pseudotuberculesis) (Aynaud,
1822),

Carré, en 1223, fue sl primer investigador gue consiqudd
cultivar el microcrganisme a partir de nmuestyas de contenide
purulente procedentes de abscesos subcutdnecs Ge ceorderos
empleands un medic liguide suplementado con suero de capallo.
Carré encontre dificultades para cbtener cultives en medio sclide
Y sefiald gque las caracteristicas culturales de todas las cepas

estudiadas eran constantes y nuy diferentes a las del estafilogo-
¢ pidégenc (Carré, 1513a),

Segun este auter, la inoculacion del pus de los abscescs

natureles o de los cultivos del ¢oco en 1os ovinos no provecaka
nds que una lesidn minima gue curaba Tapidaments, por 1o gue
ackacd el fuerte poder patogenc de 1os cocos a una asaciacison cen
el bacilec de Preisz-Necard. En este trabajo Carré af'irzqa gue
iiche microerganisme nabia alcanzade una gran difusisn en Francia
en aquelleos 2fics pers sin llecar a adguirir, n
impertancia patdgena
hakria rekadcs en lcs gue los deosg agentes coexist:
preséntar un nismo acscese subouldnes ios dos
conjuntamente (Carre, 1%2la).

4el kacilo de rFrelgz-Nocard

En 2quel nismo afic de 1823 Avnaud aislé el coco Gram
pesitivo de lesjones de bropconeumenia caseosa de ovejas. Los
mejores resultades en al aislanients les ochtuvo empleande medics

igquidos alburinoses o agar hueve. Aynaud definic a este coco

oMo un nmicroorganisme anaerchio, facultativamente aerockic ¥y

realizé la primera caracterizacidn bioquimica de la bacteria
confirmande gue, ademas de la rmorfologia, mantenia numercsos

2 introguccion



caryacteres comunes con los estafilococos, come son la licuefac-
cién de la gelatina y la ausencia de produccion de indol., Por
ello lo copsiderd un estafilococo adaptado al organismo de la
oveja y modificade por la simbiosis (Aynaud, 1923).

Por otra parte, Aynaud comprobé que los cultives de las
bacterias, gue eran avirulentos para los animales de experimenta-
cidn (Aynaud, 1922), provocaban en ovines y caprinos la formacion
da abscescs de evolucién lenta. El pus aislado de estos abscesos
tenia las mismas caracteristicas gue en la enfermedad natural v
las paredes de los abscesos presentaban €l espesor y la estructu-
ra de las lesliones botriomicdticas (Aynaud, 1923).

Carré, en un nueve trabajo, se mostrd en desacuerdo con
gue este microorganisme fuese considerade semejante a los
estafilococos, ya gque sus caracteristicas culturales y la
necesidad de suplementar los medios de cultive con sustancias
albuminosas diferenciaban c¢laramente el coco de Aynaud de los
estafilococos. Serd Carre gulen por vez primera sefiale en este
trabajo la influencia de la edad en la presentacion de la
enfermedad, indicando que era muche mds frecuente en los animales
jévenes que en los adultos. Segun este investigadeor, los animales
con la edad se muestran resistentes a la infeceién por el coco,
llegando a desembarazarse de él si se infectan precozmente,
mientras gue, por contra, conservan toda su sensibilidad al
bacilo de Preisz-Nocard en el curso de su existencia econdmica
(Carré, 1923b).

En 1927 Carré denomina a este cocs Gram positive microcogs
de Morel y lo considera un agente piégenc especifico de los
pequehos rumiantes gue por si mismo constituye una entidad
microbiana definida (Carre, 1927).

En estos mismos ahos aynaud introdujoe la denominacién de
"enfermedad de los abscesos", puestc gue psra él el procesc se
caracterizapa por la formacion de abscesos en distintas partes
del cuerpe sin gue &l estado general de los animales se viera
afectado (aynaud, 1927, 1928 y 1929). Segun este investigador,
no se trataria de una enfermedad nueva sino de un proceso, 4ue
probablemente habia sido diagnosticado errdéneamente coho
linfadenitis caseosa, Para Aynaud ambas enfermedades se diferen-
ciarian por la localizacisn de las lesiones: en la linfadenitis
caseosa los abscesos se localizan en los ganglios linfdticos,

3 Lngroavesidn



mientras gue en la enfermedad de los abscesos aparecen la mayoria
de las veces en el tejido celular subcutdneo y, en algunas
ocasiones, entre los mdscules, El estudio histolégics realizade
per este autor confirma gue, aunque los abscesos pueden ocupar
regiones ganglicnares {(punta de la espalda, regidn inguinal o
dngulo de la mandibula) e inciuso aproximarse en su desarrollo
a los ganglios linfaticos, su origen no es ganglionar. Otra
diferencia con la linfadenitis caseosa seria, segun Aynaud, la
ausencia de lesiones viscerales en la enfermedad de lcs akszescs
(hynaud, 1927, 1928, 1%29}.

Este mismo autay da una descripcién mds precisa del agente
causal definiéndole como un microorganismo anaerobio facultative
que, entre otras propledades, no produce hemelisinas cultivade
en caldo sueroc y presenta un poder sacarslitice gJue hace
imposible su diferenciacicn del estafilococo. La tnica diferencia
entre estas bacterias v el estafilococo radicaria para iynaud en
la dificultad de cbtener el primer cultivo, propiedad comin a
nuches micrecrganismes a la salida del organisme (Aynaud, 1923,
1%28}).

Aynaud comprobo gue la via de inoculacidn mds adecuada Bara
reproducir les abscescs en 1os pegusfcs ruriantes era la
intramuscular, subcutiheanente las lesicnes eran significativas
mente mencres y la inoculacioén intravencsa, incluso a desis may
altas, frzcesaba ia mayoria de las ocasiones. La via cral nc era

elactiva en la reproduccién experimental de la enfernmedad
rhAynaud, 1%zg;,

De sus extensos estudics snatemcpatelagicss y micrekiclogi-
5 Aynaud concluve gue la enfermedad de los abscescs de los
¢rderos equivale en los cvines a la betricnicesis de lcos
uides, bévides v suides producida por el es:a_;lccccc {Avnaud,
28)

@ o
N

b

Desde 1¢s =rzpaics de Aynaud comentadcs anterioriente
transcurrieron mas de veinticineo afos sin gque apareciera
referencia alguna en la literatura a la enfermedad de lios
abscesos hasta gue en 19257 Benito y Borrel publicaron un nueve
estudio también en Francia, Estos autoeres centraron sus investi-
gaciones en &l agente eviclégice v en la reproduccion experimen-
tal de la enfermedad. Con respectoc a la caracterizacion del
agente etioldgico aportan que produce hemolisinas y ccagulasa,
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si bien esta ultima en pequeia cantidad o de actividad débil, y
1¢ consideran como un microorganismo aerobieo facultative que una
vez resembrado se desarrolla normalmente incluse sobre madics
s4lidos. Benito y Borrel consideran a esta bacteria como una
especie microbiana bien definida y suficientemente alejada de los
estafilococos. La eclasifican dentro del géneroc Micrococous ¥
proponen la denominacién de Micrococcus pvegenes opvis (Benito y
Borrel, 1957).

Estos autores gonfirmaron la reproduccion experimental de
la enfermedad en el ganado ovino y caprino por todas las vias de
inoculacién ensayadas (subcutdnea, intramuscular, intraperitc-
neal, intrapleural e intratesticular) a excepcion de la Intrave-
nosa (Benito y Borrel, 1857).

Finalmente, Benito y Borrel estiman que la frecuencia de la
enfermedad de los absceses durante aguellos afios era muy superior
a la ocasionada por el Corynebacterium preisz-nocardi y demas
agentes pidgenos de los pequefios rumiantes (Benito y Borrel,
1557},

Un afio mds tarde (1958) Joubert publicéd un estudio bacterio-~
légico y sistemdtico del micrococo causante de la enfermedad de
los abscesos, confirmande de nueve gue se trataba de un micro-
organismo aero-anaerohio. Segun Joubart, esta bacteria ne
secretaba ninguna toxina (exotoxina, endotoxina, enterotoxina o
hemolisina verdadera), neo producia hialuronidasa, coagulasa,
fibrinolisina ni proteasas y era sensikla a gran numero de
antibioticos y sulfamidas., Ademas, el microorganismo no podia
clasificarse seroldgicamente entre 1los estreptococos y no &ra
sensible a los bactericfagos activos frente 2 los estafilococos.
En funcién de los resultados obtenidos y dada la ausencia de
descripeion alguna de este microorganismo en los manuales de
sistemdtica bacteriana, Joubert lo considera come una especie
autonoma sin nombre aun y para la que propone la denominaciodn de

Micrococcus 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 23l1. estudiaron nuevos
aislamientes del microorganismoe procedentes de ganada ovino.
Auncue estos investigadores afirman que Micrococcus pvogenes pvis
se asemeja bastante al estafilococo, consideran gue los resulta-
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dos de sus estudios bacteriolegicos, serotipices y lisotiplcos
son insuficientes para encuadrar taxcondmicamente a la bacterfa
dentro del género Staphylococcus (Boukerrou et al., 1985}.

Volviende al corden cronoldgico en las investigaciones
realizadas sobre la enfernedad de los abscesos corresponde citar
el trabajo publicado en 1960 por Blanco Leizelier, gquien
describid por primera vez la enfermedad en Espafta, mas concreta-
mente en las provincias de Seria, Guadalajara, Zaragoza y Teruel.

Sequin el autor espanol, les abscescs afectan a 10s ganglics
linfaticos superficiales y se localizan eh un %0% de los casos
en el ganglio intermaxilar o parotideo, entre un 5 y un 10% en
el preescapular y en sl resto de los casos en les ganglies
linfdticos de distintas partas del cuerpo. En ocasiones pueden
afectarse ganglios interncs (mediastinicos y pelvianes) y an
raras ocasiones los ganglios linfatices de la regidn portal, La
morbilidad da2l proceso en los brotes estudiades por Blanco
Lcizelier oscilaba entre un 5§ y un 30%, llegande a alcanzar
excepcionalmente el 60% (Blanco Loizelier, 1960).

El investigador espaficl hace también referencia a la posihle
via de entrada de la infeccidén, mencionando las pegquefias heridas
en la boca, los espaclos linfaticos del anillo fzringeo e incluse
+a posibilidad de contagic a partir de la cicatriz umbilical,
Asimismo, indica que es muy posible gue estos microorganismes
formen parte de la fleora microbiana de la mama, de dende Blanco
loizelier lo aisla reiteradamenta, por lo que debe considerarss
~a posikilidad de vehiculacidn de la infaccidén a los corderos a
traves de la leche (Blanco Loizelier, 1960).

Una caracteristica esencial del microorganisme causante de)
proceso, sequn Blance Loizelier, es su lento desarrollo en los
medios de cultive, precisdndase de 3 a 5 dias para gbservar el
crecimiento: en agar sangre aparecen un gran numero de colonias
dininutas al lado de otras de mayor tamafo. Ademds la bacteria
produce hemdlisis y coagula el plasma de conejo al cabo de 4 a
12 horas. Este investigador se muestra conforme con los estudics
realizados por Benito y Borrel Yy acepta la denominacién de
Micrococgus pyvogenes gvis.
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Blance Loizelier considera a la linfadenitis caseosa del
ganado lanar no como una entidad ¢linica sino como un sindrone
producide por diferentes especies de micreoorganismos,

Dos afios mds tarde (1962) en Kenia, Shirlaw y Ashford des
cribieron el proceso en corderos y lo denominarcn enfermedad de
Merel. Al realizar la necropsia en 16 ovinos comprobaron que dos
de ellos presentaban lesiones de tipo caseoso en los ganglios
linféticos preescapulares, de los cuales aislaron Sorynebacteriup
ovis. Sin embargo, las lesiones halladas en la necropsia del
resto de los animales no eran las tipicas de la linfadenitis
casatsa! cinco de los animales presentaban abscesecs en las
proximidades de los ganglios linfdticos de las regiones preesca-
pular y femoral, presantande dichos ganglies una linfadenitis
no supurativa; otros cuatro animales mostraban abscesos intramus-
culares en la proximidad del ganglio popliiteo entre les misculos
biceps femoral y semitendincso, pero ni el ganglio ni les
muasculos aparecian directamente afectados: dos mas presentaban
granulomas intramamarios con fistulizaciones y abscesos situadoes
en las regiones femoral y preescapular; por ultimo uno de los
animales mostraba abscesos en diferentes ganglios linfidticos
superficiales (Shirlaw y Ashford, 1962},

En el estudio microbioldgico del contenide purulente de
estos ebscesos Shirlaw y Ashford ne obtuvieren crecimiento alguno
en agar sangre tras incubar las placas durante 35 dias en
aeroblosis. Sin embarge, aparecian gran numero de colonias al
cabo de 48 horas en este misme medio si la incubacidn se
realizaba en una atmoésfera con un 105 de CO,. Las bacterias
aisladas eran cocos Gram positivos, catalasa negatives Yy
producian H-~hemolisina pero no coagulasa. Shirlaw y aAshford
czinciden eon los investigadores gue consideran a este microorga-
nisme como una especie autdnoma, no descrita en los manuales de
Taxonomia bacteriana.

Estos mismos autcres reprodujeron, come ya hicieran otros
anteriermente, la enfermedad experimentalmente en el ganadc
ovine, e incluso demostraren que el cone’jo podia ser sensible a
la bacteria por via intradeérmica (Shirlaw y Ashford, 1962).

Hedjazi y Atnan, en 1973, describieron en Iran la enfermedad
de Morel en un rebailo de ovejas y cabras. Mientras que los
corderos del rebafio estaban afectados en gran medida y las ovejas
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en una proporcicn muy inferior, ninguno de los animales de la
especie caprina contrajo la enfermedad. La locallzacién preferan-
te de los abscesos eran las regiones parctidea, submaxilar y
testicular (Hedjazi y Afnan, 1973; Afnan y Hedjazi, 1678).

En 1983 Bajmdcy et al. diagnostican la enfermedad en Hungria
y hacen especial referencia a la gran morkilidad y facilidad de
contagio del proceso: la infeccion gue se inicid en dos animales
del rebafo afectaba al cab¢ de dos meses a 150 ¥y en salo cuatre
meses a la totalidad del mismo. Asimismo, estos investigadores
indican la existencia de recidivas de los abscesos en el mismo
animal en el transcurso de seis a dlez semanas. Todos los
abscesgs estudiados per Bajmoéey gt al. tenian una localizacidn
subcutinea (Bajméey et al., 1983; 1984).

Al afto siguiante Val’enti y Bieler describen por primera vez
la presentacisn natural de la enfermedad de los abscesos en la
especie caprina en Italia (Valenti y Bieler, 1984). Posterjormen-
te, el proceso en cabras fue de nuevo diagnosticado en 1989 en
Sudan por El Saznousi et al,, cguienes encontraron que la enferma-
dagd afectaba al 12% de los animales y gue los abscesos se
Igealizaban preierentemente en las regiones submandibular,
parctidea y praescapular (E)l Sanousi gt zl., 158¢).

A partir de 1986 se produce un salte cualitative muy
importante an el conocimiente de la enfermedad de los abscescs
Y. sobre tade, de su agente stioldgico a raiz de las investiga-
ciines realizadas por De la Fuente gt al. (De la Fuente y Suarez,
De la Fuente et 21., 19854, 198Bb, 1585c), Este grupe
investigader estudic¢ diferentes brotes del proceso surgides en
distintas provincias de las Conmunidades Auténomas de Castilla-
Ledn y de Castilla-la Mancha haciendo especial hincapié en la
descripeion del cuadre clinico, en la reproduccion experinental
de la enfermedad y en la caracterizacidn del agente etioldgico.
A centinpuacicon exponemes 1os aspectios R4S relevantes de estas
investigaciones,

Dgsde el punto de vista clinico los abscesos son practi-
camente el unjeo signe de la enfermedad y sé&lo en contadas
ccasjiones se aprecian otros sintomas, generalmente como conse-
cuencia de un particular tamafio o localizacién de los abscesos,
o bien debido a procesos secundarics. La localizacidn mds
frecuente de los abscesos son los ganglios linfiticos de la
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cegion mandibular (mandibulares, parotideos ¥y retrofaringess
-aterales) seguidos en orden de inportancia por los cervicales
superfic.ales, sukiliacos, peplitess, namarios y escrotales, gn
~ingun £asS0 eNCONLTarcn estos autores abscesos en los ganglics
(De la Fuente y Sudrez, 1983; De ja

internos ni en las visceras

fuente et al., 1983a).

Los abscesos, gue se encuentran rodeados por una gruesa cap-
zusa de =ejido conjuntivo, aumentan progresivamente de tamafo v
varminan por fistulizar en ogasiones per nmds de un puntg,
1 iberando un contenido purulento de consistencia espesa y coleor
cerdoso. Las lesiones son muy ¢rénicas y precisan de muche tiempo
para su conpleta regresidn. Dekbido a las caracteristicas de las
legsicnes, al tratamiento de la enfermedad es muy dificil y solo
-apria recurfir a la intervencicén guirurgica, a pesar de sus
limitacianes (UDe la Fuente y Sudrew, 19%85: De 13

ruante % al., l1¥85a).

Segun De l1a Fuente g% al. (l%85a) la lesion macroscorpica,
.ndependienzemente de su localizacidn, se caracteriza por la
nresencsia de un ganglio hipertréfico al que se encuentra adosado

formande fode una uanidad. Il grade de infartacien
2l taraho de la capsula ¥y el del absceso dependeriasn
gueiad de. proceso. Asimisme, indican gue la lesion
crigen ganglicnar, pues en Jlesiocnes recientes
pequencs focos puruientos en el interior de los
.nfiticos de lcs gque se aislaba el agente etioldgice

g P tiz
ie 883 enfermedad (9e la Fuente y Suidrez, 19835)
Histologicarmente obkservarcn una descrganizacién de los
mzdulss linfgides, mn los gue la estructura medular y capsular
&4 " TL tejidec zZcnluntive dZe la capsuia
zangi czZn un tejlidc de degranulacicn rico en
T®.'%135 DLASNATIOIS, neovascs, macrofages ¥, en sy cara interna,

&N IINTACILY I8N Las Ionas necriticas, se observan eosindfilos.
ALan mpruenan la existencia de celulas gigantes
& Langhans ¥, en ios casos avanzades, abundaptes calcificacio-
5 ficas en el senc del foce ya necrosado. En muchas de
a ledicnes estudiadas comprobarcn la existencia de unas
s¥maciones podulares gue se corresponéian cen la imagen propia
de .73 granulomas botricpicoeticos. Del misme mode, en los cascs
muy avanzados cbservarcn upna esclerosis ganglicnar progresiva tbe
ia Fuente y Sudrez, 1%85: De la Fuente gt al., 1985a).

,.
153
1
)
o
7]
0
w
ta
0
0

. (1

3 InEroRaes o



En los brotes estudiados por este grupe la prevalencia de
la enfermedad en les animales jovenes hasta los cince o seis
meses de edad oscilaba entre un 13 y un 80 por ciente. Estas
prevalencias tan altas ocasionan importantes pérdidas econdmicas
derivadas, sobre todo, del acusado retrasc en el crecimiento que
sufren los animales afectados. A ello habria que ahadir los
decomisos realizados en matadero, que pueden afectar a cuartes
o a animales enteros en fumcion de la leocalizacidn de los
abscesos (D2 la Fuente y Suarez, 1985%; De la Fuente &t al..
1s85a),

De la Fuente et al. sugieren que la enfermedad de los
abscesos habia sido con frecuencia erroneamente diagnosticada en
Espafa como linfadenitis caseosa y describen los aspectos mas
importantes a considerar en el diagnestice 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 abhscesos purulentos en une o varies gangliocs
linfdticos, No obstante, an la linfadenitis caseosa los absceses
pueden localizarse, ademds de en los ganglios linfdticos
superficiales, en ganglios internes (fundamentalmente en los
mediastinices) y em las visceras (sobre tede an ¢l pulmén). Zn
1z enfermedad de los absceses se localizarian exclusivamente en
los ganglios linfaticos superficiales. EIpidemicldgicamente se
diferencian en la edad de los animales afectades: la linfadenitis
czsecsa se presentd en animales de todas las edades, siendo
frecuente en los adultos, mientras ue la enfermedad de lcs
abscesos se diagnostica casi exclusivanente én animales j¢venes,
nasta los cuatro o cinco meses de edad, ¥ 2t presencia en aduitos
puede calificarse de excepcionz}l (De la Fuente ey 2l., 1883b).

£stos nismos investigadores Inocularch el micrcorganismc
aiglado de los casos de enfermedad epn distintcos anipalss de
gxperimentacion asi como en ovinos, La bacveria no afectaka ni
a log ratones ni a les cobayas, independiantsnente 4e le via de
inoculacién anmpleada. Los conedos incculedes per via intramus-
cular e intravenosa tampouo manifestaron reaccidn alguna y soélo
uno de cuatro conejos inogulados por via subcutanea desarrolle
una papula en e) punto de inoculaciodn que persistid hasta las 72
heras postinoculacién (De la Fuasnte y Sudrez, 1285),

Eas incculaciones experimentales en seis ovinos (dos
corderos de un mes de edad, dos animales jévenes de cuatro heses
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y dos ovejas adultas de mas de tres afos) por via subcutanea e
intramuscular dieron como resultado general la formacion de
abscesos en los puntos de inoculacioen y la infartacién més o
menos intensa de los ganglios linfaticos regionales. Ademds, en
la necropsia realizada a los dos meses y medic de la ineculacieén
5 de los animales presentaban abscgesos distantes de los puntos
de inoculacién. En cuanto a la afaccidn de los ganglios regiona-
les hay gue destacar gue en la ovela de mds de tres afos 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
Suarez, 1285).

La respuesta a la inoculacion intramuscular fue andloga en
los tres animales inoculades: formacidn de abscesos entre los
misculos de la pierna, en la proximidad del ganglic poplitec v
presencia de abscesos en el techo de la pelvis relacicnados con
los gangilcs sacrales (De la Fuente y Sudrez, 1985).

De la Fuente et al. (198%a) consideran mids apropiada la
denominacion de enfermedad de los abscesos, utilizada pioneramen-
te por Aynaud en los afos veinte, gque la de "enfermedad de
Morel", introducida por Shirlaw y Ashford {(1962) y posteriormente
empleada por otres autores, va gue fueron Aynaud y Carré guienes
primero coantribuyeron al ceonocimiento de la enfermedad,

Con respecto a la caracterizacion y clasificaclion del agente
eticlégico, estos autores comprobaron, en primer lugar, gue lz
bacteria crecia blen sobre medios sdélidos suplementados con
sangre, suero o yema de huevo siempre gue la incubacion se
realizara en microaercbiocsis o anasrobiosis pero no en aerobio-
sls. Tas cepas aislades eran cocos Gram positivos, catalasa
negatives y bencidina negativos, aesto es, carsecian de la cadena
aertbica de citocromos. Ademds comprobaron que la coagulasa, la
"DNA-sa" <ermpestable, la hialuronidasa y la produccicén de
hemolisinas eran positivas, en tanto que el "clumping factor" y
la preoduccion de acetoina eran negativas. Todas las cepas que
aislaron eran sensikles a la lisostafina (CMY inferior a 12,5
ug/ml) y resistentes a la lisozima (CMI superior a 1.000 ug/ml}.
Todas estas caracteristicas, junto con el estpudio de la compaesi-
clén de aminodclidos de la pared celular, indujeron a los
investigaderes a clasjificar el microoxganismo como §. aureus
"deficiente respiratorio" por carecer de catalasa y eitocronmes,

11 Introducs 160



impearyands 231 DECAS CLASLY.TAILNAS AnLeUiOres gue 10 inclalan

av e gaTAY: MLGIRGGGAME, # inoliss la del Propic manual ze
3 inzluia dentrs del gHenerg
as%a; De la Fuente y Suaraeg,

Jarge, que 4 Sy SUTAVE ALLTIIN i
Lani.d CTa la Fuante 8% AL, 3

£ ur trabalo pegterior, son el Shileto de consequir ung
srapiiacion del ayente eticlogico, reallzaron estudics
ST cmLmian 44 pasas sel ALN, de ias relaciones inmungligi-
sam dw ja Lelasiane dessidragenasa, de ia coppalceon q-'lm; L1
va pared ce.ulap §o dw ribgidacion ADN-ADN gque pusiersn deg
4 PLSET T .2 #ETrechA YelAClOn fxiftente entre oilas entlrpeg
jafinientes reRBLTANGTIAS ¥ L2 espelie INABRYISCOTIME ALERWS.
MBY, poy etempia, LB homalngia en 1oy estudiss de hibridacicn
B-A0% genva dlohas eanivpen v 3. M&m es guperlsr al 2%, Ne
sae L endsn 8T Tusfta AR Fevullares caracteristicas
14 mana pASLeria y  su Amportancia etiuciogic
g CL@BLPLTATIEN JEBL Wna NuUSVd Sukespesie Le
L1 deneminanye 10 SRARLUASALCSWE AWKLNR Sub?
Teoag Fuante 4% ﬁ_‘, ‘quw. LA kacteria LUn asta
3 sitima efinngn del wanual de Bergey

e by GA

£l

&

LS

'U

Pemenlegg L0 ATACECS BN L3
Higas ¢ Fo.aifgy, LERAL.

tera sucespevie se dlferencia le. resty de (08 astallilacacos
i nosulbive pramaris,
LEd TBALDSLAM MEJATIVA
CARTAYXLET LUAR Jue ma:’x‘.:ar-.
2o LRARLYafainand Seadnl ApRTesen rel

Trove &..%3 Zadign 2est a"‘arm e‘ ”.:.

o gt e
Tasanm del o van

MOLn mRADL

d. @ETaZln A -1 rEEpLraATer.a e l3
LIEETRELE *rakvade fue dszie, 73 jue
B IATALABR ¥ TLILOYSMOE ;:\a‘.a debarse tien a una
fitieng i an Lo aintesnis #e las raspandlentes ApRenILInas o
A wml Altaragiom an 1z nm:w'

i ;:‘a RemInA, Jrupy pristetics
A .3 oatalasa v oa LB CLtocromes. Para realiiar este
Cath il 418 ATET BuTANTas espontRnacs serstslerantes de §. auraus
Mm‘% %’w tienen 12 sapacidad de crecey aerchizanente




sasbla I.l. Caracteristicas diferenciales entre §. aureus subsp.
y §. aureus (de la Fuente gf 21., 1%85¢c).

Caractaristica B. aureus 8. aureus ssp.
anasgoblug
catalasa + -
¢racimiento asrébice + d6 -

Coagulasa + +
Clumping factor + -
Tarmonuclaasa + +
Hemolisis + +
Fermantacidn del manitol + -
Eialuronidasa + +
voges Proskauer + -
Reduccidn de nitratos + -
Eldrélisis da Tween 80 v -
} Produccién da pigmento + -
Fosfatasa + +
Haltosaa + +
Galactosa + -
Manosa + -
Trahalosa - -

+1 P0X e Lk cepet won posltivan; »2 PO% de Lan eepas von negatTvas: vi del 11 sl 29X de Llas cepa son
positivaa; d1 cebik,
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pero siguen siende catalasa negativos. Como centrcl snmplearon la
cepa tipo de 3. aureus ATCC 12.600,

En su estudie sobre el metabolisme de las poriirinas,
precursores de la sintesis del grupo hemo, comprebaron que esta
subespecie de estafilococo acumulaba ceproporfirina en el medie
y uroporfirina en el interior de las células en cantidades ocheo
veces superior a las acumuladas por la cepa tipo de §. aureus
srecida en ideénticas ceondiciones anaerdbicas. Ninguna de las
cepas empleadas acumulaban protoporfirina. Ademds, las células
de §. aureus subsp., anaerobius acumulaban un pigmento de color
violeta con intensa Elucrescencia bajo la luz ultravioleta, gue
no aparecia en la cepa patrdn. Por degradacicn con el dcide
crémico comprobaron gue tenia estructura pirrélica y por tante
derivaba del metapclismo de las porfirinas, Segun estos autores,
ambes heches indican una alteracion en el metabolismo de las
porfirinas, si klen po pudieron establecer con seguridad si la
alteracién era primaria o secundaria, ¢s decir, consecuencia de
alguna otra :De la Fuente gt al., 1986}.

Un afio mas tarde comprokaron gue estos mutantes aeroTsleran-
tes de Staphviecgooous aureus subsp. ghagrebius sintetizaban
vitocromes, 1o gue demcstraca gue erah capaces de sintetizar
neminag, Il nmedelo de citocromos era cualitativamente similar al
& Svaphvlecoccus zursus, pero probaron que sole sintetizaban a-
roximadamenrte un 25% de lcs citecromos encontrados en la cepa
cntrol. Zsta cantidad ne se veia incrementada cuande el medis
£& suplenentasa con hehina, le gue indicaba una sintesiz limitada
de lzE apoenzimas (De la Fuente gt a2l 1987a).

i
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Asimisnc, la compeosicién de log ctreos censtituyentes de 1a
pirateria aardkica, las menaguinenas (MK}, era
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a tips de 5. aureus: con menaquinonas de ocho upidades de

vrincipal componente, niveles importantes de ME-T
v pequefas zazntidades da ME-6 y ME-9, Para, csuantitactivamente,
lcs putantes poseian 5010 un 30% de las menaguincnas encontradas
en la cepa patrdn. Estos investigadores concluyeron gue existia
una buena ccrrelacicn entre la deficiencia de los componentes de
la cadena respiratoria aersbica, cifrada entre una tercera y una
cuarta parte de los de §. aureus, que podria deberse a la
existencia de un mecanismo comun en la regulacidn de la sintesis
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cmes y nenaguainonas en los estafilococes (De la Fuente
s87a).

Zitoer
\

al..

para finalizar con el estudic de esta subespecie de §S.
aurgus, investigaron la composicion de acidos grases en compara-
cion coh la cepa tipo de 5. gureus ATCC 12.60C, no observando
diferancias cualitativas importantes entre las dos bacterias. Por
1o tants, segun De la Fuente gt al., la composicién de dcidos
grasos o presenta ventajas sobre otros caracieres fenotipicos
para la diferenciacién taxonorica de estas bacterias (De la

Fuente a% al., 1%87k).

&b

1.2, FAGOCITOSIS.

1a fagocitocsis &5 uno de les mecanismcs defensives nas
importartes del organismo frente a los agentes patégenos, ya que
nz sélc actsa indiscriminadamente ante cualguier sustancia
extrafia, sino que tambiéan coopera de una forma eficaz en el
rrocesazdo ¥y la presentacién de les antigenos a los linfecitos T,
siendc por tants esencial gu cooperacién en el desarrollic de la
raspuaesta inpune especifica.

I.2.1. CELULAS COM ACTIVIDAD FAGOGITICA,

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

I.2.1.). sistemna nononuclear fageoecitice.
luve lzs menccitcs de sangyg fivoulante, as:
s :

ifgs ¢ immeviles, tambien Llaradeos histicoi~
viles presentes en lcs Tesides.

L&s monocitos representan uma fase en la caduracisn de la
cgiula menonuclear fagocitaria originada en la nedula dsea. Esta
celula pasa a la sangre donde permahece entr& oCho y die2 horas.
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(v-g en gl nanAll OVAND representan aproxizadanente g
4@ Los lewcooiTos Presentas en sangre circulantg

“ra ver gue Lo8 menpeitos desaparecen de sangre cirsulapte
- gun eliminados d2l Srganisnho CIRO celuias muertas o dahadas
gus peRatYan an ils =ejidss donde se transforman ep
seapas ¢ pueden aiuanzar upa vida media de varios neses a
au denomiracion estd en funcicn del te)ido en gue s
cnemlizan, eande Lus aonooitods penetran en los tejides sufren
SR TRLARCEECAAE SaracTeritada por un rapido aunento de su tamafe
wocmpatads da un lnITORENLO en la sintesis prsteica y en el
snevaalio [Lposdm (Barret, 1984].

Lo macrofamos son 198 Selulas fagociticas MAS activag y
Isnamgalan WA T.neA9n Lrpressindible en el pra:emadc Y praosen-
p @8 Sa w9 aatigensd a los linfocitgs T.

$.2.1.2. fistema poiimorfonuclear fagocitario.

a.gTema .neluve  tres =ipes celulares denominados
o4, nasnliios v neuwstrsfiiss segun su afinidad por los
solavartes A0.3z8, pasicog o por nisgunt de ellcs respectivamen-

e - .
R aa&ﬁ&;m.&m»ﬁ'

Fu rutrp.aEma TonT,ene granulns acidefilos v represantan
FAGADETLE @, I I-10¥) de .08 LeIUICILCS prasantas en
cu.anta Jel ganade svino (Jain, 1386). Los granules
: sensn frstatana a¢ida, persxidasa, histarmina,
AT L ASEEREILAABL, YibeMey,adsd, dessxiribkomusieasa y protelnasa.
o 2 Frgoeinlica 85 machd Dendor que La de loz neutrdfliles
Rarret. LRI

hepresenian apriwimadamente el ¢,%% (0-3Y) de las células
& ia serie blamod en sangre circulante de los ovines ({Jain,
~BHE, . Fe patTpiasma Contiene umos granulos con afinidad por los
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lorantes Lbadsicof. La membrana de estos grdnules es muy fina,

tal forma que Cuando se produce la granuleolisis tiene lugar
liberacion a sangre circulante y a los tejides adyacentes de
potente anticcagulante come es la heparina y de un active
spdilatador come es la histamina, por lo que estarian rela-
onades con la hipersensibilidad mediada per las inmunoglobu-
nas de tipo E (IgE) (Roitt g% al., 1985; Barret, 1988).

I.2.1.2.3. ne os:

Suponen alrededor del 30% (10-50%) de los leucocitos del
nade ovine en sangre circulante (Jain, 1986). Son células de
da media corta. Em sangre circulante oscila entre seis y siete
ras Yy algunos dias en los tejidos (Douglas, 189B3). Su nucleo
nd constizuido per dos a cince lobulaciones conectadas por
dio de unos filamentes muy finos.

Cuando se tiflen los neutrofileos, su ¢itoplasma presenta una
leracidn gris-rosacea palida con unas finas granulaciones
fusas, En las ¢élulas maduras pueden diferenciarse tres tipos

granulos citcoplasmaticos:

a) primerics, azurdfilos o percxidasa positives, 5on
wiakles en su forma vy vamafc dependiendo de la especie animal.
zontenido incluye sustancias micrekicidas como la mieloperoxi-
sa ¥ la lisczima, enzimas digestivos del tipo hidrolasas acidas
Eroteasas neutras (Goldstein, 1983}, proteinas catidnicas y
ras enzimas lisosdmicoes (Bertram, 1985).

L) secundarios, especificos o peroxidasa negatives. Scn
5 pequelics y pleondrricos que los antericres y contienan facco-

kiancs v enzimas micrebicidas del <tipo lisczima
Lactcferrina y fesfatasa alcalina !(Bertranm,

C) Un tercer grupc sin denominacién especifica. La

Terenciacidn entre los granulos no es siempre neta y parsce
istir una <tercera poblagidn gue Yya ha sido descrita en
limorfenucleares neutrafilos (PMN} de hombre (Beard y Novikeff,
€8), conejo (Spincer y Hapdin, 1969}, hevido, capridc ¥y &vide
aggiolini et al., 1985), eéquido (Bertram y Coignoul, 1982} ¥y
rro {0'Donnell y Anderson, 1%82), En €l ganado vacuno se ha
mostrade la presancia de este tercer tipo de granulos cente-
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niendo dos proteinas: una de elevado peso melecular gue seria mas
efectiva frente a las bacterias Gram hegativas y otra de baje
peso molesular gue seria mas efectiva frente a los micrporga-
nismos Gram positivos. Ademas de este poténte mecanismo oxigeno
independiente estos grdnulos contendrian lactoferrina paro
carecerian de peroxidasa, hidrolasas lisosomicas y mataloprotea-
sas (Genpharo gb al. 1983a: 1981b}.

En la membrana celular de los PMN se localizan los recepto-
res para la fraccidn cristalizable (Feo) de las inmunoglebulinas
Yy para el conpenente C3b del complemente activado, Estos recepte-
res son de gran importancia en los fenémenos de opsonizacion cone
se expondrid mas adelante (Berken vy Benacerraf, 194&: Leijh gf
al.. 1986).

Los neutrcfilos desempefan un papel muy importante en i
respuesta inmune durante la infeccion debide a su capacidad de
migrar al focc inflamateric, de fagocitar, digerir y destrulr las
bacterias por la accién de productos téxices derivades del

oxigeno y de liberar el convenide lisesémice de los granulcs
citoplasmatices.

1.2,2. MECAHISKOS DE FAGOCITOSIS ¥ DIGESTION INTRACELULAR.

Para una nmejer comprension del procesc, la ingestien ¥
destruccidn de las c¢élulas vivas por celutas con capacidad
fagocitica puede dividirse en las siguientes fases: gquimicutaxis
2 2traccién, unridr u cpsonizacicn, ingestisn o fagoCitcels
propianente dicha, destruccidn intracelular y digesti

pir) %

I.2.2.1, Quimictaxis,

El priner paso en el estudio de la fagecitesis &s conccer
cows contactan ta céluwla Zagocitica v la particula extrafa, Esta
fase reguiere @scasas aclaraciones si el agente patogeno penetra

por via sanguinea, pues el contactio con lcs PMN seria inmediatc.
De la misma forma, como la sangre irriga los oérgancs interncs,
los nacrdfagos fijados en los mismos tisnen la oportunidad da
contactar con estas particulas y fagocitarlas rapidamente.

Por otra parte, las células con capacidad fagocitica van a
crientar sus novimlentos hacia el foco de la infeccion bajo Aa
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influencia de gradientes quimicos externos, fendmeno que se
denomina quimiotaxis. De esta forma, los fagocites se polarizan
¥y migran hacia la concentracidn mas alta de la sustancia guea los
atrae, la cuval recibe el nombre genérico de leucotaxina o
quimiotaxina.

Una de estas quimiotaxinas es la generada por el sistema de
complemente como resultado de la combinacidn de lcs antigenos con
ciertes isotipos de IgG o IgM, las cuales activarian dicho
sistema. La molécula quimiotActica seria la fraccién CS5a, gque
ejerce su accién sobre los macrofagos, los eosindfilos, los
bas6filos y los neutrofilos. (Jensen et al., 1969; Snyderman et
al., 1969; 1970).

Otras quimiotaxinas relevantes scpn las linfeguinas qui-
miotdcticas (Cohen &% al., 1979; Snyderman et al., 1972}, 1lcos
factores gquimiotacticos producidos por los PMN (Spillberg et al..
1¢76), los factores contenidos en los mastocitos (Goetzl ¥
Zusten, 1575; Wasserman et gl., 1977} vy los productos derivados
del metabolisme del &acide araquidénico, de los cuales el mds
potente es el leucotrienc B, (Ford-Hutchinson et al., 1980;
Goetzl y Pickett, 1980; Palmer gf al., 1980}.

Asimismo, se han sefaladc numerosos productes bacterianes
como factores gquimictacticos y todos ellos tienen como estructura
comin la secuencia de aminodcidos compuesta por formil-metionina-
leucina-fenilalanina (Schiffmann et gl., 1975}, Los neutréfilos
tienen receptores de superficie para asta secuencia y pueden
responder guimiotacticamente a los polipéptidos sinteticos
compuesics por fermil-metionina-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 (Marascc gt al., 1%83) y del cobayo (Snyderman y
Fuéman, 1980), pero noc del cerdo (El Awar gt a)., 18290).

I.2.2.2., opsenizacicén.

La opsonizacion es el proceso por el cual las bacterias u
ctras particulas reaccionan con clertos factores del suero
denominados opschinas, las cuales pueden actuar después como
enlaces entre los agentes patdgenos opsonizados y 1os receptores
especificos localizados en la superficie de los fagocitos
{eriffin, 1977; Guckian et al., 1978; Leiih gt al., 128s6).
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rsimismo, las opsoninas reducen la repulsion de cargas entre las
bacterias Y los neutréfilos (Goldstein, 1983). El fenémsno de la
opsonizacién puede ocurryir por la actuacion de inmunogleobulinas
o de factores del complemento activadoe (Absolom, 1986b).

1.2.2.2.1. Opsonizsecién por inmunoglobulinas. Las opseninas
mis potentes son las subclases de inmunoglobulinas G del tipo
Ig6l e TgG3, que se unen especificamente a los antigenos por su
fraccion Fab y exponen al exterlor su fraccion cristalizakle o
Fc. De esta forma los complejos antigeno-anticuerpo son fijados
por los receptoras gpara la fraccion cristalizable de las
inmunoglobulinag presentes en la membrana de los macréfagos,
neutréfilos y eosineéfiles (Guidry et al., 1%80; Barret, 1988}.
Otros auteres considersr gue las IgM son también anticuerpos
citof{licos por lo gue tambleén tendrian esta capacidad cpsonizan-
te {Griffin &% al., 1¢75; Guidry et al., 1980; Absolom, 1986Db;
Leijh gt al., 1986; Barret, 1588).

1.2,2,2,2., Qpsenizacion por factgres del complepente. En
este caso la opsonizacidn se produce previa activacion del
cemplemento por la unién al antigenc de las Iggl, Igeéz, IgGI ¢
Ight {via <ldsica) o por la activacion del misme por la Via
alterpativa. Una vez activadc &l complemente se libera a2l nedio
2l factor Cib gue se depesita directaments sobre los antigenos
o sobre los complejeos antigenc~-IgM. Los nueves cemplejes fermados
fantigene=C3b © antigens-IgM~-(3b) serian atraides per lcs
receptores para C3b presentes en la nembrana de los macrofages
¥ neutrdfiles (Griffin ey a21., 1%%5; Reitt et al., 1%85; Leiih
ey al., 1986: 3arraz, 1588y,

En el suer? tamcién pueden existir ctras sustancias <on
capacidad opsenizante come la fibrcnectina (Barrvet, 1688; y I
a,-pacroglobulina (Aksolom, 193éb).

I.2.2.3. Ingestién.

La ingestién o fagocitosis propiamente dicha es el gecanismo
por el gue la bacteria pasa al interior del fagocite mediante la
fermacien de pseudcpodos gue la engloban. Este englobamiento se
realiza de una forma progresiva y circular hasta conseguir la
fusi¢én de los extremos distales de los pseudépodes con ia
subsiguiente formacidn del fagosoma que, con la ayuda del sistema -
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de microtubulos, se aleja de la superficie celular hacla el
interier (Drutz y Mills, 1983; Leijh &t al., 198s&).

I.2.2.4. Destrucecidn intracelular o actividad microbiecida.

la ingestién de las bacterias culmina cen la fusion del
fagesoma con los lisosomas presentes en el citoplasma de las
células fagociticas, dando lugar a la formacidn del fagolisosoma,
La destruccién de los micreorganismos sensibles esta intimamente
asoclada al proceso de degranulacion, es decir, a la liberacidn
del contenido de los granulos en el interior del fagosoma, pase
previo necesario para gue tenga lugar la sigulente fase da la
digestién (Bainton, 1973}.

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

I.2.2.4.1, Sistema citotrdxice coxigeno dependiente.

Los nheutrsfilos no activados empiean ja glucolisis anaexrdbi-
ca come principal fuente de produccicn de energia, por lo que
cransforman la gluceosa en acide lactico sin consume de cxigenc.

Durants la ingestidn de particulas y después de la misma se
incrementa el consumc de oxigens, produciéndose un cambio en la
ruta merabolica de la glucosa hacia la via hexoesa monofosfato con
el consiguiente incremento en la produccicén energética (Roct y
Stossel, 1974; Bakior, 1978). Estos camkios se producen por la
exposicién de las células ccon actividad fagocitica a facueres
invelucrados en procesos inflamatorios tales come los microcr-
ganismos opscnizados, el fragmento C5a del complementc, el lsucc-
trieno B, (preoducids por los fagocitos estimulados) y lcs
cligepéptidos de crigen bacteriano entre ctros (Baklor, 1%34;.

La activacidn de esta via metabélica tiena lugar uncs
segundos después de ia estimulacion y se caracteriza por un
incremento brusco del consumo de oxigeno y por la preoduccidn de
ion superoxide (0;'}, de perdxido de hidrégene (H;0,), de radica-
les hidroxilo (OH') y de otros compuestos, todos ellos altamente
reactives (Klebanoff, 19282; Karpovsky y Badwey, 1886).
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L]
HO, + €1 ——> HO + 0C)

ra formacion de hipoclorito por el sistema mieloperoxidasa
pedria conducir a la formaclon de cloraminas que oxidarian los
grupes sulthidrile de algunas bacterias destruyéndolas (Thomas
y Aune, 1978; Thomas, 1979}, También pueden intervenir otros
iones haluros como el I o el Br' (Beaman y Beaman, 198&4).

otra de las formas téxicas del oxigeno se produciria en el
jnterior de los neutrofilos al reaccionar el perdxido de
hidrégeno con radicales suparoxido en presencia de hierro, dando
lugar a oXigenc molacular(q,), iones hidroxile (OH') y radicales
hidroxile (-OH) segun la reaccion siguiente {Tauber y Babior,
1977: Rosen y Klebanoff, 1979};:

*0, + H0, ———> 0, + OH" + +OH

El radical hidroxilo ea el agente oxidante mias potante
producido por un sistema bloldégico.

La formacion de productos téxicos formadeos por el sistema
citotoxico oxigeno dependiente se resumen en el diagrama I.1.

1.2,2.4.2, flstema gltotoxice oxigene independiante:

fa acumulacion de dcido léctico y el descenso del pH hasta
valores proximos a 4,5 en el interior del fagosoma crean unas
condiciones bacteriostdticas, cuando no bactericidas (Drutz vy
Mills, 19837 styrt y Klempner, 1985: Barret, 1988).

El resto de las sustancias bactericidas del sistepa
citotéxico exigeno independiente que han sido identificadas hasta
ahora parecen praexistir en el fagocito antes de que se inicie
] fanomeno de fagocitosis, ya que la mayoria de estas sustancias
son proteinas (Elsbach y Weiss, 1981}, Las principales protainas
de este sistema cltotdxico aisladas de logs granulos citoplasmi-
ticos de los neutrdéfilos son las siguientes:

a) Proteinas gatidénicas, aisladas come un complejo de
proteinas presentes en Jlos monocitos y granulocitos. [Las
Proteinas de elevado peso molecular inhiben la pultiplicacioén e
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Figura 3.3, Tormas sinotiwizas del cxigens producidas durante la
Yagos L0088 (Sopade de Barsen, 1Y8E).

. T ARl

. . et a8 1T |

; bowow i

i . QT-—.—» |

i LAy A LA FRAR ~uA3 - !

H Qs . P PRI T onteq.srtatsl A B

ittt i
; !
i L ;
PR T e

SAUPH auiARdR

m '

L E PRTe]

ja— w
FareiAd

] [

wd Inlepthucs 10



incrementah la permeabilidad de la membrana de Escherichia soli,
salmpnella typhypuriup vy Pseudomonas aeuriainesa pero no afectan
a la nayoria de las bacterias Gram pesitivas. Por el contrarioc,
las de bajo peso molecular inhiben la multiplicacion de los
estafilococos. Probablemente astas protelnas sean mds activas
cuands actitan conjuntamente ¢on otros mecanismes antimicrobianos

(Beaman y Beaman, 1984).

b} La lagtoferripa, 9glicoproteina presente en los
granulos secundaries y gue cenpite con las bacterias por el hie~-

rre (Wright, 1982; Beaman y Beaman, 1984).

c} La lisozima, presente tanto en los granulos prima-
rics como en los secundarios y que actua sobre la unién glucosi-
dica fi~1-4 entre el acido N-acetilmuramice y la N-acetilglucosa-
mina del peptidogiicano de la pared celular de tras bactarias.
la accion bactericida de la lisozima por =i sola no esta nuy
clara vy se piensa mas bien gue podria actuar sobre bacterias
debilitadas previamente por otros mecanismos, Este ultimo seria
el case del Staphylocogcus aureus, gque e3 mas sensible a la
accioén conjunta de la lisozima Y las proteinas neutras gdespusgs
del tratamiento con penicilina {Beaman y Beaman, 1984).

I.2.2.5. Digestién celular.

lLas sustancias extrafias no viables son rapidamente digeridas
dentro del fagolisosoma mientras gue los microorganismos son
digeridos después de su muerte por la exposicién a las formas
téxicas del cxigeno y a la accidn del sistema citotoxico cxigeno
independiente. Un gran mimerc de microorganismes viveos son
resistentes a las enzimas lisosémicas y, solo cuande astan
SUeXrtcs, son sensikles a elias (Barret, 198%).

ncs granules liscsémices contienen un gran numero de enzimas
hidrcliticas activas frente a proteinas, polizacaridos, acidos
nucleicos, lipidos y otros biopelimeros. Entre estas enzimas
podemos destacar las siguientes: B-acetilglucosamina hidrolasa,
fosfatasa acida, ribeonucleasa 4cida y desoxirribenucleasa,
arilsulfatasa, catepsina, colagenasa, citocrome ¢ reductasa,
elastasa, esterasa, B-galactosidasa, a-glucesidasa, B-glucoro-
nidasa, hialurenidasa, lipasa, lisozima, e-mancsidasa y haura~
minidasa. Mientras estas enzimas estan digiriendo el contanido
de los fagolisosomas, las células con actividad fagocitaria
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Aagal e8T3 S.pOles;:s, a8 DACLerIas Capactes de sintatiz
A LTAY Seberiar Sar N4 reslitantes 2 .a JdestrusuLun b
% PATS L0 SLBrLC 4% Fue Las balterias son destruidas en
¢ omensy medida por .oe neutrofiics ;ndepend:e:‘.:ema::e Je
SREan afma® eviivag. Por .0 %art3, aun no asta clars
B BRUTRY A sen destruidas por s
I L 52 atales de los producstios
LT ELR DO AL mevansLEn0 fwigativeo Beaman y Beaman, L%Eir.

T® Yeopsrdil BAMAILLURE ®e ha conprobads gue exisTe una
Srrrelacion diTecta entre, mex um .ads, la re.ativa viralencia
I8 @ELA BICIOUPGATLENS ¢ 8% Ces1ATentla a la destruccion por is
TEEan LemEs swldAtives, ¥, par oiro Lado, la cantidad, el tipoy
2 Lesalivacism da la 390 produsida. Esta enzima cataliza i
TiamaTaagr 2el amiin muperoxids a ia formaciosn del mas ToailC
codarin pertwids de Midrogens. Pste ultime comppuesto, sclo o oen
npimacien son la nielopersxidasa y los compuestes halurcs, es
zivaamrle piovshicida, por 1o gue la 30D no podria ser el unico
BPLADLEBS por @l gue 24 evade da la destruccien. Asi pues, l2
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cazalasa gue descompone el peréxido de hidrogeno en agua y
cxigeno molecular podria desempefar un papel central en la
rasistencia de 10s microeorganismos a los productos metabolices
jerivades del oxigeno (Filice et al., 19B0: Beaman gt al., 1983).

Beaman &t al. sugieren gue los elevades niveles de catalasa
en el citoplasma de esta especie de nocardia en combinacidén con
una 500 secretada y otra asociada a la superficie celular
desempefarian un papel fundamental en la resistencia de este
ricrecrganismo a la actividad microkicida de los PMN y, por
tanto, en la virulehcia de esta especle de Nocardia (Filice gt
al., 1%80; Beaman gt al., 1883}.

Jacket et al. astudiaron la virulencia de nmutantes de
Mucobacterium tuberculosis en cobayes. En general, los microor-
ganismss gue careclan de catalasa fueren nas sensibles a la
destruccion por el peroxido de hidrdgenc y nenos virulentos que
aguelles gue contenian gran cantidad de catalasa. Sin emkargo,
estOs MISMOS autores encontraren tamblén cepas gue, aun caraclen-
dc de actividad catalasa, eran resistentes al peroxideo de
=»idrogeno y se mostraban viruwlentas (Jacket gt al., 1978).

Ce todos estos estudios puede desprenderse que la resisten-
sia de las micobacterias y las nocardias a les produccos toxicos
igrivades del cxigeno durante la fagociteosis pedria radicar en
.né scmbinacién interactuada entre una 50D extracelular, otra SOD
aspciada a la superficie v una elevada cantidad de catalasa
irtracelular (Filice gt al., 1580C: Beaman e} al., 1983; Beaman
y Bearan. 1%84).

vardell demostro gue en Staphylococtus aureus existe tambien
una correlacidn entre su viruvlencia relativa para el ratén y la
zartidasd Ze catalasa producida, Una elevada sintes.s de catalasa
astariz relacicnada con una elevada virulencia, nigntras gue un2
rproduccisn escasa estaria relacispada ¢on cepas avirulentas
i¥anafani y MartTin, 1985; Mandell, 157E5). Nc obstante, ambas
cepas, virulentas © no, fuersn destruidas por FMN humanos en
estudios realizades jp witreo, aungue hay gque destacar gue las
cepas virulentas o con maycr produccion de catalasa fueron mds
resistentes gque los mutantes con escasa produccion de catalasa
oktenidos con rifampicina, Este mismo auter no encontrd correla-
cién entre ek contenido de SOD y la virulencia de les estafile-

cocos (Mandell, 197%}).
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En los microorganismos anasrobios la mayor o menor resis-
tencia a los productos toxicos derivados del oxigeno estd
directamente relacionada con la cantidad de 50D gue son capaces
de sintetizar (Beaman y Beaman, 1984).

Ademis de estos mecanismos defensivos de tipo enzimdtico,
existen otros no enzimdticos, ¢omo la presencia de capsula. las
bacterias capsuladas son muy hidréfilas, per lo gue en soluciones
acuosas son mas resistentes a la ingestidn por células fagociti-
cas. En soluciones gue contienen proteinas plasmdticas los
anticuerpes frente a estas bacterias y la fraceién Qib del
complamento son capaces de unirse a estos microorganismos debide
a =su capacidad para atravesar las sustancias capsulares. Pero
esta cubierta externa impide la unidén de la fraccidm Fo de las
IgG o de 1la fraccién Cib del sistema de complemente a sus
receptores situados en la superficie de las células con capacidad
fagocitica. Sin emhargo, las proteinas capsulares, las glicopro-
teinas y los polisacarides son antigeénicos, por lo que, si en el
Flasma existen inmunoglobulinas frente a estas sustancias, las
bacterias, a pesar de poseer capsula, son ficilmente fagocitadas
a través de los necanismos de opsonizacidn va explicados con
anterioridad ({Peterson et al., 157&: Wilkinson gt al., 1976:
Wilkinson, 1¢83). Estas cdpsulas han sido descritas entre circs
microorganismos en Strentococcys pneumeniae, en la cepa Smith de
Stavphylococcus aursus Y en especies de estreptococos con la
vroteina ¥ (Van Oss, 1986).

Otro mecanismo defensivo es la proteina A presente en la
parad celular de los estafilocccos. Esta proteina se une
inespecificamente a ia fraccidn cristalizable de las inmunoglebu-
linas de tipo G, exponiendo hacia el exterior la fraccizn Fab,
¥ no ia Fc (Van Oss gt al., 1973},

La lisis de las células con actividad fagocitica es cotro de
los mecanismes defensives de los microorganismos. Algunas
especlies del género Streptococeus scn capaces de destruir los
fagocitos lisando los grédnulos citoplasmidticos por la accién de
las estreptolisinag S y O (DPavis e&f a)., 1980). La leucocidina
aestarfilocdécica es una exotoxina con actividad citotéxica
especifica para los leucocitos (Loeffler et al., 1988}, Las
hemolisinas a y B producidas por algunas especies de estafilo-
cacos tienen un efecto citotéxico sobre los palimorfonucleares
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meurrnfilos de algunas espedies anizales (Wadstrom, (%330 4 del
neshre [(Germell ph al.. 19al).

1.2.4. NEDTROFILOG DE LA ESPECIE OVINA.

a4 respuesta oxidativa de los neutrsfilizs de ia wspedia
wueind 88 muche mas reducida que la de 1oz nautrofilos d4 origen
wemand ¥ boving, lo que parece indicar gue la acoiegn pactericida
18 imo PMN de eata edpecie seria mas independisnte del matabolise
g gxidativo gqua depandienta de este sistena (Buchta, 1990).

La antividad enzimatica de log newtrafilesg de la espedis
avinp Sopparada con la de otras aspesian aninaies gueda refiejada
an La tagla I.2.

Hasta el moments en log reutrofilos ovises aisladsn de
sangrae circulante ¥ d4 sacrecinn bagtea se han dasorito recepto-
vy para lag lg G2 (Watson, 1976) pers ng para Las Lg M rKeriin
yowamsen, 1386 Mukkur e Inman, M%) ni para .as Iy Gl aumiue
38 fa conprobado sgue Laz g M o tisnen capasidad opsonizante
Tkl e Inman, 1989

I.2.%. METODOS DE RSTUDIO LN YITR: DRL FENOMENS DE FAGOCITO-

&149.

S man dascrits varios metados para el estaldic de  ia
irgeaTIon de particulas por calulaz zon activodad fpgooit
Dignos metodos e pAasan &R a4 dhaakasisn i FATRLOLLAR YW

senLEmrfilon @n LA curdiviones apropsadas zara favoresey 4.
ITMTESLD BNNYE L08 RLOTENLUR (U LNTarviengn an Li reac

rgmottg de sstudic puaden ser dirvesTos o mdiredtos

1.2.5%.1, Metodos de estudio directos:

2 DESADTSLALLIN Difrsgmapicos. Gengracmente 3g @Waluan &k
numers  le particulias  wngeridas por LA% C@LUIds. W Lndlse
fagociticn, y el numars de ceélulas gus contisnen partliduias, o
indice de potividad fagosaitica. B oun matods da faglil ejesudion,
pers A inzarpretasicn puede ger complizads dada la difiouitad
e mntrafia discernir si 1a particula tlene sitsacion intracelu-
I8 © astad sisplemgnte adherida a3 la superficie de la celula
(Abawlom, 1986a).
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r) Merndos de marcalie con isstopos. El uso de particulas
{cemo  bacterias, levaduras, plaguetas, particulas de latex,
inrunocomplejos, entre otros) marcadas con isotopos radiactiveos
del tipo ¢, P¥, B, or¥', ca*’ o 7¢® y la medicién postericr de
la radiactividad emitida per los fagocitos permite una interpre-
vacion okjetiva de la reaccion (Absclom, 1986a).

¢) Matodos de extraccidn. Consisten en extraeyr las sustan-

cias ingeridas por los fagocitos mediante disclventes adecuados
¥ en deterninar cuantitativamente las migmas, Entre estas
tecnicas hay gue destacar la de Stossel gue emplea aceite vojo
& parafinade previamente estabilizade con una capa proteica
(Brossel, 1673).

d) Q%ros petodos. Entre otros métodcos cabe destagar uno gue
mide el .ndice de ingestion por parte de los neutrcfileos de
bacterias vivas cpsonizadag. Esta técnica se emplea frecuentenen-
te con capas de Staphviococcys aureus (Leijh gt al.. 1%86).

I.2.5.2. Métodos indirectos:

Se fundamentan en el astudio de log macanisncs metabolicos
ie lcs PMN gue siguen a la ingesticn dHde particulas, Podemes
degtacar ics sigulentes:

a) paverminacian dal zonsumo de oxigeno per ios neutrefilos
empleande un electrodo de tipo Clark (Apgolom, 1%26a:r Metcalf g%

2i-. 18886;.

by Estudics del metaboligmo de la glucosa. Corme yva se ha
axpussts, la cxidacion de la glucosa via Hexcsancnc osfato se
incrementa  durante la estimuylacién de la famocitcsis. Este
Lnorementc ruede redirse directamente utilizande C¢t-i-gluccsa
some fusnte de hidrato de carbono, EL "'C:C2 l;‘.: ads se fiia a una
seluctidn de RIH y, postericrments, se nide cuantitativamente en
unt tontadcor de centelleos (Mickenkberz g% al., 1§70r Arsolom,

c) Medicidn de la guimioluminiscencia. La interaccisn entre

un estimulc adecuade y lus fagecitos da como resultade la
liberacicn de dcido araquidenico a partir de los fosfolipidos de
la membrana por la accidn de una fosfelipagsa activada., La
exidacion de este acido via lipooxigenasa da lugar a la libera-

RS INEroducs ton

5%009094%3



cucn 48 engrgna, de tal manera jue Los reRst:ivis derivador del
srigens molecular producides por la acmivacizn o de la BADPH
caadaza atuian core agentes oxidantes del acide araguldonian. La
- :z::L":.-ia ruede detectarse Yy medirse I20 un lusinometrs
azesuada {Absclom, 1%8¢a).

31 Reduccion dal solorante nitreazul 4 Sasrssolium (NAD) .
14 ingestion de NAT por lcs neutrofilos provosa su transfermacidn
an ¥nrmazan, canpiands de una ocloracisn amarilla a un precipita~
inoanul osaure. LA cantodad de formatan preduniis puede detarmie
ravse espestroforometricanents despues 48 BU SXTracclon de Lus
LeuanTLton con aslventes arganicos como el dioxans, Cualitativa-~
manta, puede shservarse la presancia de formazan madiante la
ayuda de un microscopio (Abgsgliom, 1988a).

I.3.5. ¥ETCDOS OF ®E8TUDIC DE LM ACTIVIDADR MICROBICIDA,
1.3.6.1. Metodos de evaluacion global.

Sa nan desarraliadpe diferentes tecn.cas jue se fundamentan
as la inguzacion en gondicicrnes apropiadas de uny nezcla de
neutzofilos, bacwering vivas y sueyro fresct (lLelilh g% Ah.. LH345 .
4 dQuerningdog intervalls de tlempoc 3¢ procazie a realizar un
raruents del numers de pacterias gue nah permanecids viakles
#xITATALILAY a intracelularsente. Pn algunie retodes ge afaden
AreLE TR iSO que MO 2ean Tapases Ie atravesar la remcrany 4 los
. in ose dastru.r las kactarias que ng hah godo
T, @f 81 CABD de .08 eslafllicITos. 8e ABLITLUYE 8l
TIE LABURENAfLNg cFleinharan gh ... -FE67 MevIalf et
*,a Lrtargretasion de (o3 resultadis e realiza previd

La8.3 A3 lya -eutrifilis :

reasizacint 38 racuenti df .08
A3 teIThLTas DaAsler.ilogicas Tonvens

T.2.8.2. Metedon de 1nvestigacion de distintos factsras
sepenificos,

7.6.2.3. Petarminacign 48 i3 antiyisad  enzipatica
gusgoilica.

Una d¢ las técnicay mis emplendas 88 La derecsicn de la
autividad rlelpperoxidama (MPC; presente aen os  granules

]

primarics de log nmeutrofilos, pues desempata una furgion muy
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importante en la actividad microbicida de lom PMN (Absoler,
1586a). La MPO en presencia de peroxido de hidrégenoc es capaz de
cxidar alguncs sustratcos como la O-toluidina, dando lugar a la
formacion de sustancias coloreadas que pueden medirse espectrofo~
tcmetricamente (Metcal! et al., 1986).

Adends de la MPO, puede detectarse la actividad de otras
enzinas: 590, 8~gluceoronidasa, lisozima, lactato deshidrogenasa,
glucosa-é-fosfato-deshidrogenasa, fosfatasa acida y alcalina
entre ctras (Absolem, 19B86a).

I.2.6.2.2. Deserninacion de marcaderes ng spzimaticos

La lactoferrina se considera un excelente marcador de la
degranulacion durante la fagocitosis porgue se libesra de los
granules secundarics a la mas ninima perturbacion de la meckrara
celular (Metcalf gt al., 1986). Asimismp, podria determinarse la
cecbalamina ¢ proteina fijadera de la vitamina 8., (AEsdlom,
1986a) .
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be .c expuesto en la introduccion puede daducirse

qde a3
auchS 10 gue resta por conocerse sobre la enfernedad ie los
arscesos vy sobre su agente eticlegice, en especia] tado 1g
referente 2 la pategenla Yy profilaxis. Lla cueszisp in la

profilaxis s¢io podra abordarse con garantias cuando a0 dispengy
de un concciniento mds preciso de los mecanismas implicadzs éq
e} estableciriento de la infeccidn en los animales.

Al considerar la patogenia de la enfermedad de log akazesns
& MmUY inTerssante tener presente, en primer lugar, las d:ifgren.
clas en la patogenicidad existente entre 5. aureus

2. Fubap.
graeyobius v las estirpes clasicas de §. aureus. Reccrdenmsg que
auIeus $20SD. anaersbivs, en cond1c1ane5 de Carps, ey patigens
_hncipalnente para l2e ovines jovenes ¥y en mucha henor medids
Fars .cs cvineos aduitas y caprires (Valenti y Bleier, .3

Q
o B

los 5
Je la Fuente y fuarsi, 1%E5r De la Fuenteé &% Al., 1%%%a; 1

Sancusl g% 3., LFTH; . POr contya, S, Adrens €3 una Dactaria ta
T3

ubizyia y patsgena para muchas especies animales. En zanoret:, en
lzs ovines es responsacle principalrmente de la maritis sangrens-
sa, de la Zerman.tis estafilococica y de la foliculitis msmaf.-

locoglea fun: picderma Lenlgna de 1os corderss ovehes).

rtide, Las pegusizridades distintivas mas mpiviante

C n aureys £in La Carancia
menaguLATnas, tades ellios
ckiza, L3 oIue hate Tie
iza e la Tuente
S &, TOTANLI IR

BES PY:

i

aureus subsp. anserchbiug comparze, sin ermbarge. can &

la capacidad je procducir una sevie Ze Toxinas y oenilras
gue Tradicicnalmente se han relacionads con la patogenitidad de
lzs estafilococes: coagulasa, "DNA~sa” termcestacie, Data-remcii-
sira, hialurcnidgasa, lecitinasa, proteasa, atc. Lo debe descar-
tarse gue, afemds de las sehaladas, ctras difergncias aun por

P
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conacer condicicnen la diferente patogenicidad de estas bacte-
rias,

U'n prirer aspecto a considerar en la pategenia de Jla
en¥ermedad de los abscescs es la puerta de aentrada de la
infeocidén. Aungue sa han sugerido como posibles puartas de
entrada las pequefas heridas en la boca, 18 espacios linfarices
dal amnille faringec © incluso la <icatriz umbilical (RBlance
1oizelier, 1960), la cuestién no ha sido investigada adecuadamen~-
te. Ademas, hay gque tener en cuenta gue &n Lo intentes de
reproduccion experimental de la enfermedad en ovinos ¥y caprinos
realizadcs por diferentes autores 8¢ producen abscesos facilmente
an los puntos de ineoculacion empleandn distintas vias, pers ¢un
micha frecuancia no se consigue reproducir la enfermedad natural,
es dacir, la formacién de abscesos en los ganglios linfaticos
guperficiales (Aynaud, 1922, 1923, 1528; Carre 1523a; Benito ¥
sprrael, 1957; Blanco Loizeller, 1960 Shiriaw y Ashford, 1%62:
ne 1a Fuanta @t al.,1%85a, De la Fuente y Suaraez, L9583 Kl
sanoasy, 1989).

Tna vez gue J. Aursus subsp. anasrpbing penetra en [:3%
nespedador, para gue se establezca la infevcion y se degarrcile
ia enfermedad ss necesaris que el microerganisme supere 1los
mecanisnos defensivos inespecificos y especificos del hospedador.
los polimerfonucleares neutrofilos (PMN) conslituyen la primera
ronea  de defensa contra la Infeccidn con s3u capacidad de
tagocitar y destruir los microcrganismes invascres. Dadas las
zaracreristicas de presentacion de la enfernmadad, formacicn de
acwsesos on io8 gangliocg linfaticos superficilales, el grade de
g, casia de este proceso primarioc de defensa crganica pedria ser

er Jran medida respensakle de que llegue & no a producirse La
en farmadad.

Teniends en cusnta jas consideracichas antaricres, cs
shretives de gsta tesis doctoral Zueron 1o0s sljulsnies:

IT.1, Estudio de la deficiencia respiratoria de §. ayrems
subsp. anasrohius.

En primer lugar se contemple 13 hipotesis de gque la

deficiencia en catalasa da 5. aypeus subsp. anasrchiug se debiera
4 una hutacién 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 mutdgenos.

Un segundo propdsito dentro de este objetivo consistid en
investigar si la deficiencia en actividad catalasa de la bacteria
es consecuencla de que la apoenzima no se sintetiza o, si bien,
esta es sintetizada total o parcialmente pers no es activa.
Recordemos gue la posibilidad de que la ausencia de actividag
catalasa se deba a una alteracison en la sintesis del grupo
prostético (hemo) estda descartada. La investigacidn de este
extremo se aborda desde el punteo de vista inmunclégico.

II,2, Conocer la aficacjia de la fagocitesis y de 1la
actividad bactericida de los PMN ovines frente a Staphylococcus
aureus subsp. anaerobius.

En el estudio de la patogenia de la enfermedad de los
abscesos consideramos prioritaric investigar la eficacia de la
fagociteosis y de la actividad bactericida de los PMN avinos
frente a 8. aurels subsp. anasrobius siempre en comparacion con
estirpes clasicas de S. aureus aisladas de procesos patologicos
cvines (mamitis)., En definitiva, pretendemcs comprebar si las
difaerencias fisislégicas y bioguimicas entre estas des bacterias
se traducen en un comportamiento diferente en su interaccién con
Les PMN ovines.

Asimismo, dado gque la enfermedad natural afecta fundamental-
mente a iss ovines jdévenes, nos planteamos investigar la
infiuencia de la edad de los ovines donadores de PMN en la
eficaclia de estos procesos comparando dos grupces de donadores:
uno censtituide por cerdereos de un mes de edad y el otro por
anirales afultes de entre dos y cuatro afcs.

TX.3. Investigar la patogenicidad de g. aureus subsp.

- ahaeropius en ovinos ¥ «caprines realizande inocculaciones

experimentales.

Los aspectos bdsicos de la patogenicidad experimental de S.
aureus subsp. anaerobjus en pequefios rumiantes han sido ya
investigades por distintos autores. No obstante, aun guedan
cuestiones por resclver. Algunas de ellas se abordan en este
trabajo y se corresponden con los siguientes objetivos concretos:
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IT.3.1., Estudiar la via de entrada de la infeccion.

Insistamos en que la reproduccidn experimental de 1la
enfermedad fracasa en muchas ocasiones utilizande distintas vias
"clasicas" de inoculacién como la subcutdnea, la intramuscular. ..
Es probable que estos fracasos se deban a gque 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 soluciones 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 incisiones en la piel.

Ir.3.2. Copocer la gsensibilidad de los cabritos a la
infeccidn,

Varios estudios han sehalado gue, en condiciones de campo,
los cabritos parecen ser bastante mas resistentes a la infeccidn
por S. aureus subsp. apnaercbius que los corderus. Se pretende
comprobar si los resultados de lnoculaciones experimentales en
cabritos peor distintas vias apoyan o no esta afirmacidn,

IT.3,3., Comparar la patogepnicidad de 5. aursus subsb.
anaerobius v S. aureus en cordercs utilizande la forma de

Paralelamente a los ensayos realizados para investigar la
puerta de entrada de la infeecidn por 8. aureus subsp. anserobius
se realizarcn otros andlogos infectando las incisionpes con una
cepa de §. aureus aislada de un caso de mamitis ovipa con el fin
de comparar la patogenicidad de ambas bacterias.

ITI.3.4. Investicar la patodgenicidad 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 introduccioén,
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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Tepas oron plasmidn s afasdia al medio 29 wg/ml de cloranfenioi.
Transtouerids aste Tienpo se ahadian ) al del cultlvo a ana plaza
de patri vacia vy estaril gue se exponia a la aceisn da Iva vayos
Y. e 24% nm odurante 1%, 30, 4%, 60, 120 y 130 megundus.
seguidamante se realizaban diluciones del calde y me resssbranan
an AYAT BHI <on o sin cloranfenical segun la cepa tuviers o na
plaspids. Tras i1mgubarlas a 37 'L durante 24 3 43 haras, ne
precedia a la detescion de mutantes catalasa pogitives Sediavte
la adicidn de perdxido de hidrdgens al 10% a <ada upa de las
cnlonlas cresidas. 31 aparecian colonias catalasa positivas,
25%a8 eran isnediatanante regenbradas en agar BHI o agar BHI cun
mieranfanicol para 8l posterior estudis de las Zaracteristican
pEORLa® da gsta gubespesis de B. aukeus (De la Fuesrtae v fuirel
1988 e la Fuenate g5 4. 154%a, 133%k, 198%¢).

IET.1.3. Imduccion de mutagiones con mitresoguanidina,
s bavvarias orecitdas en matrfazes <aoa M ml da vedin
durante 18 heorvas a 17 0 an agitacitn se redaglan por Lentri-
fuacidn a 10.000 ® g durante 10 minutes y ge rasuspendlan en 19
ml da  zampeén Tris-Hel 30 mM, p# %.9 con Nemgtil-N'-nltys M-
nitromaguaniding (0,5 ageal). Tras una ingubacion de 1% pinutos
a 27 *3, &se raasizaban dog lavades de las aalulaz oob tazpon
Teig-del 95 Mm, pd 2.%, lLas bavterias lavadas as Xesuspeniian en
LGoml odal mismc zangon ¥ Se rasgmbraBan a la dilagidn apropaiadia
an agax BMI zon o $an alovanfenicol. Una wez incudadas las plasas
a I TO durante 24 a 48 heram sa detestaba la presenzia e
rutRAT S catalisa poyltlives conn se Na dexarito en el apariade
anterior.

I11.3., PURIFICACION BE LA CATALASA DE I, aureus ATOD 12.4990.
TXI.2.1. Cultivo de laz bacterias.
Fara s, swit.vg le B.oauredas ATOS 134.4600 se esp.ed el waddla
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agitacién constante, se ahadia lentamente una mezcla de etanol
al 95% v cloreferme en la proporcién 10:5;3 (extracto:etapnel:clo~
roforme). Tras una hora en agitaciom a 4 'C se centrifugaba la
mezcla a 17.000 x g durante una hora a 4 'C. Tras la centrifuga-~-
cion aparecian deos fases netamente separadas y un sadimento.
Tanto La fase superior (gue contenia mayoritariamente etanol ¥
cloroforme} como el sedimento se descartaban y se recuperabka la
fase inferior gque presentaba la actividad enzimdatica. Una vez
recogida se mantenia en congelacién a -20 'C hasta la siguiente
etapa de purificacien.

III.2.4. Técnicas de purificacién cromatografica.

II1¥.2.4.1. Preparacion de las columnas gromatogriaficas.

Tanto el Ultrogel ACA 34 (L¥B) como DEAE~Sephacel (Pharma~-
cia) venian en condiciones de ser utilizados sin previo trata-
niento, Per lo tanto, las columnas se rellenaron con estos
preparados previa desgasificacién, vertiéndolos directamente a
la columna mantenida en posicidén vertical. Se dejo gue el gel se
estabjlizase durante 15 horas y, a centinuaciédn, se hizo pasar
el tampdn para su eguilibrade. El lavado de la columna se realize
con un volumen del tampdn utilizade en cada casc diez veces
superior al volumen de la cclumna empleada.

IIT.2.4.2. Cromatografia de exclusidop melecular,

El extracto proteico procedente de la precipitacién con
etancl ¥y cleroformo se aplicaba a una coelumna de cromategrafia
liguida (100 x 2,6 cm} &e ULTROGEL ACA 34 con un rango de
separacién molecular de 20 a 150 kilodaltons., La columna fus
previamente equilibrada con tampon fosfato sodico 50 mM, pHE 7,0C,
La elucién se realizod manteniendo una presicen y flujo constante
de 20 ml/h y se recagisrcn fracciones de 2,5 ml. En ellas se
media la abkscrbancia a 280 nm para detectar la presencia de
proteinas y & 405 nm para determinar la presencia del grupo hemo
que forma parte de la catalasa, Asimismo, en cada una de lasg
fracciones se determinaba la actividad catalasa.

II3.2.4.3. Cromatoorafia de intercambio jonice.

l-as fracciones con mayoer actividad enzimdtica obtenidas por
cromatografia de exclusion meolecular se mezclaban y se aplicaban
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Figura ¥IT1.1. Metodologia seguida en la purifizacisn de catalana
de fraphylocosous sureng ATCC 12.400.
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} CULTIVO DE §. auraug ATOC 11.620 ¢
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III.3.1.2, METQDCS,
III.3.1.2,1. Preparacicn de los geles.
Los geles de peliacrilamida con SDS empleados tenian una
concentracion de acrilamida del 10%, Las dimensiones de leos

nismos eran de 125 x 260 % 2 mm con capacidad para 20 muestras.

Para su preparacién se mezclaban los siguientes componentes
en las proporciones indicadas a continuacion:

Solucior maore Je tampon foséats 23,00 mt
Solucior qe acriamics 28,70 mu
Sowuctor ge persuifatc amcnice 3,20 mi
TEMED {.KB T8EC- 1043 L%

En un patraz kitasatc se mezclakan la solucién madre de
campon fosfato y la solucion de zcrilamida v se desgasificaba por
presidn negativa con una bomba de wvacis. A continuacion s
anadian el persulfato y el TEMED e inmediatamente se rellenaba
el molde del gel v se dejaba pelimerizar a temperatura ambienta.

ITT.3.1.2.2. Preparacicn de las nuestras,.

lLas muestras se prepararon afadiendec la cantidad adecuada
de extracto enzimatico al tampon de muestra para obtener una
concencracién final de proteina entre 0,2 v 2,0 mg/ml v sometien-

do =l conjunto a un tratamiento térmicc de 100 ‘C durante dcs &
cinco minutes.

_as muestiras empleadas eran extyactos crudes ¢ en diferente

in

etapas de purificacion de S, aureus, 5. aureus subsp. AhAErCEIuVE
v de ctras especies de esta’l SCos Segun los eXperinentcs (8.
cepree, S. capitis, S. ggiuri, 8. xvipsus v S, simulans,.

TII,2.1.2.3. Aplicacicn de las muestras y electrofors-

Previamente a la aplicacidn de las muestras Se realizo una
preelectreforesis con el fin de retirar lcs electreolites y conse-
guir asi una corriente homogénea en todo el gel. Para ello, se
aplice a}l gel una intensidad de corriente constante de 130 mA
durante 30 minutos. Uha vez realizada la preelectroforesis se
afladian 10 ul de las muestras en cada uno de los pocillos.

46 Hatarial y Métoous
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WA mlersraforesis se 1Mi030 asuastamnds la foente de aliven-
mATLUN B LT mA durante LU mlndTos O &1 LIelmpo ARTERAriy para gue
LB RUBRTIAM me CONCERLrABan y penetriasen en el yel. Taspues sa
214800 14 fuante 48 alizentazion a 174 ma durante aproximadanante
& movas. LA alactroforesis finalizaka cuande el marcadsr (agul
de z!.‘mmm‘sml; 1legaka a un centimerro dal extraro final del gel.

I¥T.3.1.2.4. TefAldo y consarvanien de los gelas.

Firalizada 1a elegtraforesis de veparaca el gel da oy
srprrte de widrio y se introdudia en la saiusidn de fijade
iuTAnte una nora. bedpues de fillar el gel se procedis al Teflas
de 148 proteiras manteniendalo durante urma NDEE en la BoLLUd
de vetide dun azul de Coomagsie B D90, A Sontinuacion 3@ procedia
3 s. clesveRide sunmergiendols en la asluclos de  daztefidc
saratidas veces vy vanpiando la aslucion con freduandia. La
TERramANn se daba por finalizada Suando se conseguia on gel prac-
lors aon Lan wandas de proiteilna nian wiliginles
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comservadora. En exbas rondllLones 3@ 12009nid NARTHE B
lemacacidn A reaperatura anblante.

Aderas  del siztena rradiviaral de elettrofsresls awpuent
ARTAYLOETAN TS, TARLLEN B8 LTilizo @l 2.atend ae glasnrofores.s
TEnaatiysten” AEH Ua A TEALL
#an TOUAG mopnents LA% Ln
akes uLtratinag 47
Taor el ¥oda pollair.

Zantes s S0F IUFRAsT e Jrat.ent i-000, Fhasmasil

¥

fakr.irania

WA wl g?ﬁﬁlﬁ?f%

Gwowr sorndloacnas

oAl

WRE BLQUTUSIILGSLE A8 ANCLLA AN PATTON 2@ pesu MULOTW.Ar

FRET AT LAD POT Wna

LawW Mroieoanar Jalicration KT #navmacia;
nezITia de Las 6 proteinas sigusentes: fosforiidsa oode mung
de coneln (B4 kd), seroalbumina beowina (47 kdl., gvoalbumina (47
®#, anrhidrasa carbénica de extractos powinagsd (30 kd) . inbicadsr
de ia tripsina (30,31 kd) y a~lactoalbuning kevina (34,4 kd). EI
pese molecular de las bandas proteisas de interes obteniidag an
its distintom pases de purificacion se caleuld a partir de los

geles SUS-PAGE tomande como refarencia los coeficientes de
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II1T.4.2, Qbtancion da suercs hiperinmunes y purificacidh da
inmunoglebulinas frente & la catalasa de §. aursus ATCC 13.6900.

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

Se explearcn & canejos hambra de raza Nueva Jelanda de
zesas da edad y un pesc aproxisado de 21.9% kg al oomeniar ia
experiancia.

Log animales 3¢ alolaronh en jadlas de azers anoxidable
gravadas del suels v provistas de benedaercs autonATLons oy
somedarns acuplakleg con Tolva. La alimentac.on ConsLEY LA &R Wn
pilpnst Jampuesto para ¢oneics denominbada Sandarsg
CEANDERS, 5.A.0 v oasua 3d LaBARME.

nL Famuiiar

TIn.AL2.3. Fauma de inooulamion.

La arooulacinn we 178 coneics pe reailis « TALABA
g.getreiuraticanente purka 4 Uha  gonsartravids ne O =yl
glpulande La pauta desgrita por Ruppresht ¥ Bonleifer (L97%;. Ei
STACULG 5e prasenta en la tabia III.1. La primera inoguoiasion
reallise eanuisionands La cantidad de groteina correspond.
unovalumen wgual de adyuvantn conpilety 4o Fyeund plenvy
A% lhpouLadiones posterlores se anp.en adyuvante ine
de Freund. La emulsizin se ohtania agitands duyante 2 a Iom
LA medcla en un agitaicr de tulds e, hoadiataments, w6 LY

31

B 3]
S oa

=
3

a inocdiar dicha emuy.aiir wia subcutanedr a cada Ladon

dal wzmeeino an la zona de provesciom de L4 esoapdls.

ITI 4.2 ). Exuracolon de sangre y obtencLsn dg sders.

Antes de la primera inoculacien (dia 2) se axirais mangre
de los animales para comprobar Ja ausengia  de  realcisnes
inmunclogicas del sueve frente a la catalasa purificada. Las
siguientes extraccicnes se vealizarcn en los &.as 73, 84, 101 ¥
116 postinoculacisn (p.i.). La chtencion de sangre se realizaba
practicando un ¢orte en la vena marginal de la oreja dal anipal
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Pabia Iii.1. Pputa segeida para ie §amene fE0ion de vone jus Piesle a catalasa de

. oaursmps ATOU 12600
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B4 - & ig a2 %% 13 T4 29 %% 333 19% 116
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nas @l Apendlee auriluLar en un
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CWALA #7 COMIELACLON A -00 0 on

Furificacién de innunsgliobal.nas.

Ge HLFUi0 13 Tednida desorita sor Heherw @h 3L, ot
sineraments. Tras medir exastanente el volumen o
@Y Lgutl de agua Jean: g ComenlATLE g4na
LALELTR nAgne AR Taviresia la agisartion lent
La omersla. Broestas condiclondgs e oaradia gota a
r Al de zuero e una s
nasa. A Tedida Fue 89 afadla el suifato o amonioo
4 la turbiier. La rezo.3 ge
T durante 12 haras antes e procedsr a
1045 ® oy durante LT my -

wraka el sobrenadante 7 el sedimantd se

5

CIPE- SRl U IS oF: B R

TOMEATENT S

@ Thsoe

TLOY BRTLEa Qe Bwafano

ar agltazn
mANLRSS a 4 (. Tras la

FBS ¢.01 M. Esta sciucizn @@ 3la.liana
an un tuke de celgfan tupo 8037 (Barva

4 0
fxsfare gadicn 40 s, pH T, 2.

LR atlarian dlallizada ga aplice a una columra de cyomatogra-
fla Lnguarda TL0) X I, 8 om) de ULTROGEL ACA 4. previanente
agniliirada con tanpen fosfats sadlioc 20 oM, p¥ 7,0, La elucinn

EL sanseniendo unad pres.on y flule constante de 230 alh.
G fraceiones da 2,7 2l en law opue 8@ redild gu abBnre
ar mopArA detgovar la presencia de gritelna.

ITT.4.3. Electrotransferencia de prateiras Zesde galus de
peiiasrilarida (GDO-PAGE) a soportes de nitrosalulasa y analisis
inmuRsenzimatics ("Western blot" o ™imaunebletnting™).

SR DL EAZERGALEL.

nitroteldlosa [Seklesshar & 3ondli.
ranaferantia e.eciricd LER aodelds 200

EEc

-luteza de
"Trangphor®,

IIT.4.3.0.0. 3RlusLGDes ¥ LADRenes-

I25.8.3.1.1.1. Tampén de transferencia Tris-glicina-
meranaly.
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Ze erplen una solucion de diaminobencidira (DAG) preparaia
dg la siguiente forma:

“ampin Sf Dobgurd wo Tepen 20 O M
Binmingpens 9ire (Signal Y owg
w8 115 (hapreacy e

ITI.4.0.0. METCDUSE.

21T.4.2.2. 1. Irangferencia de REQLEASAS A DaBRL s
LahEREalulisgs-

lLas preteinans separadas electrofgreticanante so0re geies e
poliacrilamida en condiciones despaturalizantes (S08~PAGE) fueran
cransferidas a papel de nitrocelulosa de acuerdo cen La teznica
dascrity por Towkin g% al. (1379). Se emplearsn gales e
poi.asviianida ultrafinos de 495 x 35 2 ¢ % ma gon capacadad pavs
QLo FuestYan.

Una vez realizada la separacion alectrofaretica mediante el
simtana de alestroforesis semiautomatico "Prastlysten ™ (Pharma-
sia, 1986} los geles ae depositaren sobre ura nepbrana  de
nitroce.ulosa pravianente equilikrada an tanpeon de transferanc.s.
El zornTunts gel-nenbrana fua a 8u vez sizuado envre des pageles
4 Siltvo previamente egquilibradcs aen tampon de transferencia.
JACLon se pasaka, a podo de radilis, una pipeta sobre 108
de filtro con el fin de ellminay las buribulas de aire Jue
n inmarfer.r en la trarsferencia de las proteinas.

papaLa
pusller

3 de introducirlo en la 2ubeta de transferentia  e.
Tunta papel de filtroegele-nensrana de sitrocelultsa-pape: le
"re 88 Bit.ACa entre las £04 esponias tipe UHoLton Brite.
seards el gel del .ade del vatnudo v o la memarana de) lado ne.
A¢. En estas condicicnes de sransferencia las proteindas migran
dg el peols negative al posinive.

La elestrotransferencia se realizaba a una intensidad le
cerriente cshstante de 9,1 amperics durante I noras. Tras
efectuar la transferencia de las proteinas, cuya sficacia se
gomproraba tifende l13s gelas cocor azul de Cogmassie, el papel e
nitrocelulcsa se pasaba a una cubeta de vidrio tips "Wertheixz“
dispuesta schre un agitader orkital para proceder al lavade de
12 misma, rencvande tres veces el tampén de lavade que se dejata
actiar durante cinco minutes cada vez.
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1I1.4.3,2.2. Inmunodeteccion.

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

El conjugado empleado fue un suero anti-inmunoglobulinas de
conejo, obtenide en cerdo, marcado con peroxidasa. Se utilizo a
una diluciérn 1/1,000 en tampén de lavade, En asta solucion se
deid reaqcipnar la menmbrana durante 90 winutos a temperatura
ambiente con agitacién suave, Después de lavar de nuevo la
membrana se maptuvo en la solucidn de sustrato hasta conseguir
el revelado de la misma. La reaccién se detenia lavando la
membrana con agua destilada.

ITI.5. ESTUDIOS DE FAGOCITOSIS Y SUPERVIVENCIA INTRACELULAR.
III.5.1. TERIAL
IIT.5.1.:. M“atenél gjo;g‘ﬁigg.
ITT.5.1,1.1. Animales de experimentacién,

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

Cince corderss de un mes de edad de raza Castellana
aleiados en un establa y alinentados con una dieta 2 hase de saja
de ceresles, alfalfa, pienso compuestoc OVISANDERS 0-00 (Sanders
S, A.) ¥ agua ad libitum., y

Cuatro ovinos adultes (3 hembras y un mache) entre 2
Y 4 ahos de edad de raza Castellana mantenidos en idénticas
condiciones que los corderes, con la salvedad de que el pienso
compuesto utilizado para su alimentacidén era OVISANDERS O~él
{Sanders 5. A.).
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Todes los animales en el nooents de la realizaciain de
Frasente estudin se encenctratan desparasitados y sin alteracione
evidentas de sy estado de salud.

“
a

III.%.1.1.2. Sueros arnimales.

Para la opsonizacion de las bacterias se emples una mezcla
de sueros inactivados procedentes de ovelas sanas a una dilucion
ls/%46. Previamente so comprobo gue 1os suercs por si 80ics no
tenian actividad bactericida cuanda eran incubades <on las
sugpensicnes bacterianas amplieadas en este estudio.

ITI.%.1.1.3. Cepas bacterianas.

Se utilizarcn dos cepas mutantes aerctolerantes de 5. Auraun
subsp. anasrabiug (MVF 78R y MVF 438R) obtenidas sequn el ametods
demcrits por De la Fuente gt al. (1986, 1987a). Asimismo, <on
Zines copparatives, ge enmplearon tres cepas de 5. Aupgus (MN 27,
MMN 42 y HN 43} aisladas de cascs de mamitis gangrenosa ovina.
Fstas cepas presantakban ¢ y 3 hemolisis, asi coms todas las
caracteristicas proplas de este microorganismo.

£I1.%.1.2. Material de lakoratoric.
IIT.5.1.4.1. Aparatos.

~Centrifuga de mess con rotor basculanta.
-Bafio de agua termostactico Thermomix 1442D (Braun).
~Eapectyofotaometro (Hitachi 150=-20).

iII.%.1.2.2. Soluciones y tampones.

L1.3.02.1. Solucion salina hiperténica estér:l a.

-

[

in
e

IX1.8.1.2.2.2. %clucidn salina eguilibrada de Hanxs,
s.n ¢aleio ni magnesio (HBSS) con la siguienta composieisn:

L] 2K g
KEi 9,8 §
LIPS 9,3
Glucass 100 g
AR oestiiaos 1,80

3
w
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R ATE Componentas S6 ajusty el pM oa
slmrvacien, Esta soluzion pusde corgey-

re
X}
e
Et
B
ENY
5

2
L

cidn gelatinosa de Hanks al 0, 3%

L1 24 M=
T ] 3,779

%y atagan leg wy de gelatina a 5 m] de HBAZ, de disuelive
sl 28L0T SuAVE ¥ 63 oumpiata hasta 100 ml con la misma soluciasn,
e mutariliis pov fiitragion ¥ 58 almatena en relrijeraciin a 4

TRLLELL L aoa. FulusluFague (FRArmaciag.

FizpiloFagua 2% ure 7e2cla preparada Jomerclalmente con
Fraghl A%% 1R 0% pow) oy dsateLroatt ssding (8% pavy oIn una
Agrgidsd dn L 037 g o,

m da azul tYipan al T.4k en
oA L4

P « ety
T P SR S S S o

IALFL04LF 6. Balwwlion de lisvstafina.

Fat prepard .oz falunlidn nadye de Lisestafina (Zigna, 227
S5 BE 4 uRA COPEEstIALLSR 28 500 .gsml en agua dezrilada
pater L. pue B8 CoMAervAb2 €7 rongelavisn hastd su utilizacidm,
B4l mesertd e su emp.al PAZA .03 estudiss de supervivensi
. AT BG Rarid una LlLaenen L 3 oen HESg-gel.

Wl 5

FEE L0307, Buluanen de tripsina.

L wEawd LER

Teria TripSina a urna cincantracidn de 19
g miooen PR, i 4,3, e oomservaba &7 2onygelicion hasta el
nomedtn e B eBies.

I8, 2. BETRDGA

1M1.%.2.1. Ersgazacion. de i
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Las bacterias & estudiar se cultivaban en <aldo BHI y una
vz crecidas se lavaban dos veces con HBSS. A CoOntinuac.in @e
ajustaban espectrofotométricamente a 370 nm a una cancentracian
ginal aproximada de 2 x 10" ufc/ml en HB3S-gel.

111.5.2.2. Gbtencion de polimerfonucleares neutrafiloa
LPMBL de sanare ¢irculanke.

Se sigui¢ la tdcnica descrita por Boyum (1984) modificada
por Jchngon gt al. (1986) con ligeras variaciones.

Para la obtencion de PMN sé extraian del amimal Zorres-
pondiente 30 ml de sangre mediante un sistema de tubos con vacdio
(Yanpiect) gue contenian heparina de gsodio como anticoagulante
r15 unidades/ml). la sangre extraida se centrifugaba en entos
migmos tubog a 400 x g durante 15 ninutos a tomperatura ambiente.

I1I.5.2.2.1. Obtencidén de leucoclitos.

D& la sangre centrifugada se tomaba la capa de leugecitas
situada an la intarfase entre el plasma y los hematies con la
ayuda de una pipeta Pasteur astéril procurando arrastrar La mencr
zantidad popible de aeritrocitos. Log hematies contaminantes se
Lisaban por chegue hipoténico adadiends 3 ml de agua destilada
astéril. A los 20 segundoa se recuperaba la isotenicidad del
medio anadiendo un milil:itro de solucidn salina hipertonica
asteril.

Les laucocitos libres de eritrocites se gsedimentaban par
centrifugacion a 200 x g durante 10 minutss y se lavakan dos
veces resuspendiéndolos aen 5 ml de HBSS., Las ceélulas cbtenidas
trag al smegunde lavado se resuspendian en 3 ml de HBSS.

111.5.2.2.2. Alslamients de PMN.

La fase siguiente consistla en separar los PHN del resto de
las células sanguineas de la serie blanca mediante la formacion
des un gradiente de densidad. Los leucocites obtenidos (1 nl) se
depositaban cuidadosamente spobre la superficie de 1,5 ml de
Ficoll-Paque contenidos en un tubo estéril de poliestiranc de 16
X 100 mm. A continuacion se centrifugaba & 300 x g durante 10
minutes a temperaturz ambiente en una centrifuga de mesa cob
rotor basculante. Tras la centrifugacien se observaban las
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siguientes capas desde la superficie del tubo hasta el fonde del
mismos

HBSS

csiulas mononucleares (1infolitos y monotites)
fieol(-Pague

céiulas polimorfenuziéares (mayaritarismente PHN),

Una ve2 retirado el scbrenadante se obtenian las células
polimorfonucleares y se sometian a dos lavadoes con HBSS para
posteriormente resuspenderlas en HBSS-gel,

Seqguidamente se determinaba cuantitativamente la viabilidad
celular por la técnica del azul tripan: las células viables no
toman el colerante mientras gque las inviables lo retienen.
Asimismo, s& determinaba el percentaje de neutrofiles presentes
realizando una tincién de Giemsa, que permitia identificar los
diferentes tipos celulares: linfocitoes, monocites, bascfiles,
gtsinofiles y neutrofilos. Finalmente se realizaba 21 recuento
de los PMN y se ajustaban a una concentracion de 4 x 10% células
vivas/ml en HBSS-gel.

rr1.%.2.%, Estudios de fagocitosis,

. Les ensayos in vizro de fagocivosis de 8. aureus suksp.
ahaerobius ¥ $. aureus estan basados en la técnica descrica per
Hirsch vy Strauss (1964} y Watsen (1§75) modificande el tlempe da
incubacién. Para ello se reslizaban las sigquientes mezclas en
tubos estériles de poliestireno de il ¥ 70 mm

Contrcl suero Preplesa
Saerc inactivadc (LlE} 2,8 ml 0,8 7k
Suspensicdn khacteriana ¢,2 ml 0,2 =l
(oox 107 wfesmid
Suspensidn PMN 0,0 ml 1,0 =l
{4 x 10° células/ml)
HBSS5-gel 1,0 ml 09,0 ml

La relacién entre bacterias y PMN era de aproximadamente
ertre 1:1 a 3:1.
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En primer lugar se afadian la suspersiocn bacteriana y el
suero inactivade. La suspensian de PMN (ensayos problema) y la
auluclén gelatinosa de Hanks (control de suere) se afadian a
caontinuacicn,

El nupero de bacterias ehnpleadas en cada ehbayd se deteyrmi-
naba por recuento en placas de agar BHI en el memento misma Jde
zhadir la suspension de neutrofiles o la solucicon gelatinosa de
Hanks, esto es, a tiempo 0 (T,).

los tubos se incubaban a continuvacicn a 37 *‘C an agitacion
suave en un bafo de agua tarmostaticss durants 18 minutas.
Transeurrids este tTiempo se centrifugakan los tubas a 100 x g
durante & minutos y se realizaba un recuento de lag bacterias
oregentaes en el gcbrenadante o bacterias no fagocitadas (T.).

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

El porcentaje de bacterias fagocitadas a log 1% minutasg de
inzukacion en las condiciones Jdescritas con respecto al numere
iniclal de bacterias se calculaba de la sigulente forma:

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

Tyt Rl oSz g0 eIt s,
TLTRE gE RECTETBS DERSENIAS 0 0 SChénacanTe TRaS dentrifugar,

III.5.2.4. Estudios de supsxvivensia intrasaliulaz.

Una vez realizado el recuento de kacterias no fagoc;tadas
se salculaca ol porcentaje de Sacterias superviviantes ihtragcslu-
lares. Para ello, las celulaw se rasuspendian de nueve y 56
afiadian 100 w1 de la polucion de liscstafina (que destruye .o%
astafilococes no fagocitados presentes ern ei scohrenadante} y %e
dejara actuar en las mismas condicicnes descritas durante 17
minutes,. Transcurrido este tiempo se anadian 166 sl de la
solucien de tripsina {4 mg) para inactivar la lisostafina afiadida
previamente y se centrifugaba a 100 X g durante 8 minutos. Tras
ia centrifugacien sa realizapa un recuento de las bactarias
presentes an el sobrenadante para ceonfirmar que todas ellias
habian sido destruidas con el tratamiento con lisoatafina.

3] WITETIEL ) METIOOH



-

4 oirr.omuavion e anoubara la melcia a ¥T T durarte up

wmLRel . mp <oRADAN TW88tras cada 30 miputos para realizar =
Liervuy 4e as pazterias supervivientes intracelulares a
fevar=gs .enpos (07, £ y 53 minutss). En estos recuenice ge
vomapan .1 ml 46 la suspension celular ¥ se anadian a 0,9 nl ug
544 Zmatilada esteril a 0 'C. Para faverecar la dsstruccige
calular de los PMM, adenmas del chogue hiporonico ¢on amua

jaatyiads  est -su"‘l, 1a mpazcls se agitaba intensamente aen

an TanUB.

£L masers e Lacterias suparvivientes lntracelulares ga
AALTARALA TOMG PUTLANTAT4 ooh respetto al numere de bacter:ias
gLt adan.

A% LaE pr.sbans e realizarcon por auadruplicade 30s a dog
®7 AinE ALFeyRcTHEn.

L% L% 4 p.ra LIDGR oy own .3 INTLE g Tesuden .8 phaana
srgiaada gava (a0 shtenc.idn de PMN de gahgre osirculante ¥ la

i3 serLita an Lo estudics de fagocitosis y suparviver-
LAY respedtivamente.

N6 mRTORM BSTADIZTICON.

LER oresultanps chtanidos en lop estudics de fagocitosis
DoAR L hR =.'a'.¢:.rma #ATARLETLOCH NAS FRRYBRENTATLVIS .

#% LR ouwmdiA ArLtmetisa (K ¢ su eryor estandar (Em

Les ewtadlas g S.griZisancla, pard determinar si dos
% BALANSTIAS &ran s*;:‘.'.':‘ :a:‘.‘;a'na."!’.'.ta d.ferentas o n
AL AL R POueEa Uo7 de jnedemt, I3ta prusba pa..,.,.w IoRpAT &
; A Tasbdn 8L, nunery de 4at08 de 4L menocs uno fe LI
AR LS o4 LT A 2-:. TNanGD Lo valieres de T axceden dw
” A BeaY ldnd el $9%. Torrespondiente a v Yadls
oL.Eartad  we o - oW . 3. ge¢ seasideran Jgue pantienern
diferereine sigaifi *av.was 31 gl valer de © es infericr a ¢ste
SABLLA L3 difarendid emive 1as 49D nedias se considera oome T
cgmiliaativa. 7 rapresents log valsres partisulares de La dis-
i L dml pardmerra U correspendiente a loa lipites de
4 881 %54 Ny n, representan sl nopers de 4atos de cada
g A8 Los paranerres y v los gradss de libertad (Weiss Y
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Pigura I1I.2. Pauta empleada en la obtancidn de FMN da sangre
circulante.

[ GBTENCION DE SANGRE

|

CENTRIFUGACION
{400 x g ~ 1% minutos)

[_RECUPERACIOH DE LOS LEUCOCITOS l

{VLXSADO DE HEMATIES ]

GRADIENTE DE DENSIDAD CON FICOLL-FAGQUE
(300 x g - 30 minutos)

|

I LAVADO DE 10§ PMHM CON HBSS-GEL

| DETERMINACION DE LA VIABILIDAD
¥ PCRCENTAJE DE PMN
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slazada en Lud estudlics de
ANLYSCALGRRY.

Figera ILI.2.
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Haseatt, 1%76;. Esta prusba se ampied pars deternindr 5. exlatian
diferencias  significativas o N entre 188 pOrEantaces i
fagooiteails y de sypervivencia intracelular entra laz 1ifarantes
cepas y log diferentes animalen estudiaips.

porcentale de bacterias fagocitadas y la supervivantia intraceliu-
;A7 se enples el coeficiente de vorrelacion Lirngal de #fparacn
eiss v Hamgent, L5974,

haiminmo, para determinav el grado de coreslasion anfre el

E
Irr.é.1. ¥Formulas empleadas:

{1iMedia aritnanica. @mi;f

[RIfrror astansar,

{4)er de dtudent,

cuadrataza wedial

IIX. 7. ESTUDIOS EXPERIMENTALES EW ANIMALRS.
IIX.7.1, Ipoculaciones experimentales an cabrites.

LIXT.7.1.1. Animales de experimentadinn,
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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. Les animzles se alojarcn en establos y
su alimentacién consistia enh una dista 2 base de paja de
cersales, alfalfa, piensc compueste Caprisanders G-00 (Sandars
5.A.} ¥ agua ag libitum. Todeos los animales se encontraban sin
alteraciones evidantes en su estado de salud al iniciar las
ingculaciones experimentales.

ITI.7.1.2. Cepa de estafilccoce y obtencion de
cultives.

Para la ineculacicn de los animales se empled una cepa de
S. @ureus subsp., anaereobius denominada MVF 207 gque hakia side
aislada del centenido purulento de un ganglio submaxilar de un
cordern de raza Churra de seis neses de edad gque padecia la
anfermedad de los &bscescs. Este micreoorganisme presentaba tcdas
las caracteristicas tipicas de esta subespecie de 5. zureus,

La inoculacién de los animales se realizé con cultivos de
la cepa en caldo BHI incubades a 37 °"C durante aproximadamente
i§ noras para cbtenar un crecimiento en fase estacionaria.
Previamente a la inoculacidn se realizaba un recuento del numerc
de ufc/ml nmediante el maétodo de diluciones decimales.

1IX.7.1.3. Vias de inoculacion y dosis.

Segun la via de inoculacion empleada se realizarcn lcs
siguientes arupes:

- Dos de los azrnimales se inocularen via subcutdnea en
la regién del flanco detras de la uitira ceostiila (0,8 = v en
la extremidad tordcicza del mismeo laterzl por encima $e la
articulacion carpiana 0,3 Ti) econ la cepa MVF 207 a tne
cencentracion de 3,3 x 19 ufe/ml,

- Otros dos animales se inocularcn intramuscularmente
en la regién femoral (0,5 mi) con la cepa MVF-207 a una concen-
tracidn de 3,5 x 107 ufesml,

- En tres cabritos se practicarcn 3 ¢ 4 incisicnes
superficiales en la piel del labile infericr y en una de las

extremidades teordcicas por encima de la articutacién carpiana
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vl £ig. IV.1%). Para realizar la inotulacitn, ae i8pregharom
ias meridas con una torunda espapada en calde BRI =on §. pursuss
subep. AnAershiua MYVF 207 a una congentracien de 3,% x 137
wio Bl

= los dos animéAles restantes ase utilizarsn owad
taatigos, as decir, no fuersan inoculadag.

Puranta la experientia se alojaron Junnosd en wn estably lea
dua animales inoculados por via subcutanea. los dng loddiladeos
via intramuscular y uno de los anismales na imseulades. ¥n otre
eatablo se alojarsn los animales en log gue 8¢ hablan prachicsda
las incimiongs junto ¢sn el otro animal testige.

ITI.7.1.4. Seguimients clinico de la infacsion,

Una ved practicadas las inoculaciones de lea animalesn, se
realizaba disviamente un segulnients ¢linico prestands espesial
atencien a la exploracidn da loa puntons de ineodwlagiss y de 1o
ganglins linfaticos sobre los que drenan las gomas inaeuladan.
%1 sa formaban abscesos y fistulizakan se procedia a la tosa de
myagtras del contenids purulento para su astudis nigyobloldgics.

Una ve: desarrolladas las lasiones tipicas 9 tramseuyride
pes y nedic postinsoulacion (p.i.). se pasrificakan los aninales
¢on pentobarbital sadics. En la necropsisa ge tomarcn musstras de
las leslones engentradas para  su  poaterisr seetudie  fanto
nigropatilegles come microbioldgicen.

I1I.7.2. Inoculaciones experimentales am corderos,
131.7.2.1. Animales de exparimengagion.

%% emplearsn seis corderos de raza Tastellana de d2a mesed
e edad v un pasz aproximade de 10 kilogrames 4l comeniar la
expariencia. Les anipmales ae alojaxen en estables y 8y alipen~
rasion comsistia en una dieta a base de paja de oereales,
alfalfa, pienso compuesto Ovisasders 0-990 (Sardseraz S$.A.) ¥ agea

44 likitum.

II1.7.2.%. Cepas smpleadas y shtancidn de sullives.
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Aienas %8 LA cepd suglenda on i3 inooulacien de 1o cabritos
- e awpled wnd pepa $e 5. JANGRE tencmimada WD 12
piglmda Az un oana de Banitis gangTenssa.

LA ocetenc.tn de caltivea e reallis en talds BRI tal caome
3@ na ARBerita en el apazrtade IIr.Y.1.3.

1130, Wiang da irouuiavidn y d0ais.
LEE oarapaled fe dasnrlibuyerna da ld dlgh.lente formas

= U ruatrs e L8 ANLBaLes BB PEATRISATGN ) 0 4 Lmgie
vuoaoes wpevficiAles en la plel del lanie inferisr ¥ en uma de
La8  eviresiisdes toragicas per entina #e  la  srtizuiazidn
TAFE L AnA . LA Imeduiacldn se realils inpreghande Las Baridas gon
SR Tarasda ezter. . enpapada an el falds de milviva ferrespone
sierta. Tek 24 28 animales =sa imsgularon oof la vepa de .
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Se emplearcn siete ovejas de raza Manchega entre dos y
cuatro afios de edad en periode de lactacién y de las que los
corderos habian sido destetados aproximadamente quince dias
antes. Los animales se alpjaban en establos separades y su
alimentacion consistie® en una dieta a base de paja de cereales,
alfalfa, pienso compuesto Ovisanders O-41 (Sanders S.A.) ¥y agua

ad libitum.

Antes de realizar las inoculaciones se conprobaba gue los
animales estuvieran correctamente desparasitados y sin padecer
process patoldgico alguno, Se pusc especial interas en la
palpacién de la ubre y de los ganglios linfaticos retremamaries
para detectar posibles anormalidades. Asimismo, antes de inocular
a los animales se realizaron controles bacterioclogices y
recuentes de células somaticas de la leche.

I71.7.3.1.1.2. Cepa de estafilococo empleada.

los animales se inocularon con la cepa de 5§, aureug subsp.
anaerobjus MVF 207.

IXTI.7.3.1.2, Makterjal de laberatorio.
ITI.7.3.1.2.1, Soluciocnes y reactivos,

111.7.3.31.2.1.1. Solucién conservadora para las
nuestras de leche.

Las muestras de leche se conservaban desde su recogida hasta
la realizacidn de los recuentos celulares afadiendo una sclucieén
cen la siguiente compesicion:

Zioranfenicol T80
Ryide ge goolp 35,00 g
nitrato trisvaice 5,5 hiorate 5y
Awl de bromofenct .35 g
Esanot ' C,00 m

Agus oestilags estéril {pH»s) 000,00 ml

La solucién se prepara disolviende primerc el cloranfenicol
en el etancl. Después se ahaden 600 ml de agua destilada y el
citrato y la mezcla se lleva a un hafio termostdtico a 50 '€ para
favorecar su disolucién. Cuando todes los componentes se han
disuelto se deja enfriar y se completa hasta un litre con agua
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2, Medic utilizado para wvehicular g, aureus subsp.
inoculaciones

Tabla IIX.
anaerobjus (MVF 207) y dosis empleadas en las
intramamarias de ovejas en lactacidn.
Oveja Medio posia Mama
enpleado {ufe/ml) inooculada
R SSF 1 ml dcha.
(3,8 x 10%9
L SSF G,75 ml izda,
{1,7 x 10%
o S8F 2 ml dcha,
(1,3 x 9%
5 BHI 1,5 ml izda.
(1,2 x 10%
N BHI 1,5 ml izda.
(1,2 % 10%
LB BHI 1,5 ml izda.
{3 % 10%)
IN BHT 1,5 ml izda,
(3 % 10%)

$5F: solucidn saline fisfoldgica {las bacterias se hablfan Lavado previamente en {a misma seiucidn);

SHL: ¢aldo infusidn cerebro carmadn,
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Tabla IXX.31.

Puntuacion enrpleada en la intarpretacios

ragsultados del CMT [Jmith y Roguinsky, 29771,
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das La8 tuestras de leghe en vconteneduves. se mezolabas
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Se mezcla la clara de huevo c¢on la glicerina y se filtra con
papel de filtro v presidn negativa para acelerar el proceso. A
continuacisn se apade el cristal de timol y se conserva en
refrigeracién.

I17.8.1.2.3. Hematoxilina de Mayer.

Cristales de nematoxiling 1,00 g
Togato sesico 0,20 g
Alumore potdsico 50,00 g
heldo clitrico 1,00 g
Widrate de cioral 50,00 ¢
Agua desti|aca 1,001

Se disvelve el alumbre en el agua destilada sip calentar y
se¢ ahade la hematoxilina. Una vez disuelta se aflade el yodato
sodico, el acido citrico y el hidrato de cloral,

r1T.8.1.2.4. Eosina al 1%,

Eosina ¥ 1%
Atido acéties 1-2 gogas
Agua cestilaga 100 mi

I71.8.1.2.5. Eukitt (Kindler GmbH y Co,, Friburgo)

Ir71.8.,1.2.6, Paraplast plus Ref. HRI 9685-502004
{Monoject Scientific).

III.8.2. METODOS.

I1I.8.2.1. Fiiado de las puestres.

2

Las muestras recogidas durante la necropsia eran inmedia-
tanente fijadas en una solucién tampeonada de formol =zl 10%. La
duracién de la etapa de fijacion era como minimo de 24 hcras.
Posteriormente, se procedia 2 su tallade en piezas de inclusion,
Las muestrac talladas eran introducidas an "cassettes" de inelu-
sién ldéentificados con la clave correspondiente a cada expe~
riencia y sometidas nuevamente a fijacidén durante un periodec .gue
cscilaba entre 12 y 24 horas.

III.8.2.2, Inclusién.
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IV.4. AESCLTAMS DE LOG ENSAYOD INHUNILOGICOS OON CATALASAS DB
EBTAFILOCGOOD.

IV.4. L. Electrotransferencia de protainasz dsasde geles de
polisarilanids {2p5~-PAGE) 2 moportes de nitroceluless y andlisia
iemubseniinatico.

168 ensayes previos realizadon para ponegr a puUnTo LA feanlids
sugiersn  de manifiesta qua los susred de los  dom coned
sptenidos antas de Comanzar la pauta de ihooulacion na reassionas
noan a) analisles inaunganzimacicn or la catalasa alestresfora-
wicamenta pura de A, Auxaus ATCC 12.600. Ung de asthes pusros Fue
stilizads an log experimantas postariores Como Seatigo negative.
#or el contrario, todod 14¢s sueros nbtenidoz de lo% dos sonsios
4na ver cenengado ol protocola Do cmmunizasann (A los Y1, 8@, 119
¥oakd dias e la primara Lnssulaciosn reconsglarsn parte AmBnYa
@ #L anaiisnis ilnmuncenzimatico la oanda de 60 kd de viétalasa
aiestroforeticanante pura, dando una fefal intensa y especifica
cfig. IV.4) . Ademas, Jon toedod  estos  Hueros 34 obtuvieron
reguitiados simllares, por 1o que se salecriasng une de ellas, Bl
rrespondiente a la primera extracoion (diam VI de [a pauta ge
nmunizacian) del coneia 1, parva purificar law inwansglosul imas
A asplear &7 L0W BUCRSLVOS axperimentos da electronrarsfarensia
yoandLlals wnmunganiimdnico.

La diluacion aptnlma da las inmdneglabul inag purificadas garas
Lo roalizacidn da la teégnica fue I1:.. G040,

Epola Doy IVL4 puede chmervarss ous 1A% LnmuRoglobull

gwraifiradas venohooleris una da
; cuLay A La catalasa CLTABSNTE pura en un
sehulay ovudyg de g, U La.eua,  peras wl

prate.ana alguna del extrasto CPads ue S BalBed
JEOYVT ORGSR BN axDerlfentis analogos reR..Ia
Gdss Yy Sarsialmante purificadon [hasta el pasd
b con w2 melnia de etansl vy ocisroforan: 48 ke
18 . AusSEud Subsp. anasrohloas WVET T, OWVE OTER. OMWE 41, ¥
¥OMYE ZGTSR tampocs se detesti bands alguna de reacoisn.

A

adicicnalmente, y con fingsw Comparasivos. 3@ osnprond la
capacidad de las inmunoglobulinag anti-catalasa de §. auneug de
recsngcer especificamente en exTractos orudes las fatalasas de
distintas especias de estafilosocss Coagulama negativas: §.
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cabrae, §. yylosus, S. sciuri, 5. capitis vy §. simulang. En todos
los cases las inmunoglobulinas anti-catalasa de 8. auxeus
reaccionaron con una banda proteica de movilidad electroforética
semejante a la de la catalasa electroforéticamente pura de §.
aureus ATCC 12.600 (fig. IV.5). En el caso de 5. sipulans se
detectd una segunda banda de reaccién de mayor peso molecular
aunque de menor intensidad (fig. IV.5).

IV.5. REBULTRDOS DE LOS ESTUDIOS DE FAGOCITOSIS Y SUPERVIVENCIA
INTRACELULAR,

Los resultados de los estudios de fagocitosis y superviven-
cia intracelular de las diferentes cepas se reflejan en las
taklas IV.1 a IV.5. En cada tabla se expohen los resultados de
una ¢e las cepas con los PMN de cada uno de los animales
donadores (corderos 1 a 5y adultos 1 a 4}. Los resultades de las
bacterias fagocitadas se expresan en tante per clento con
raespecto al nimere inicial de microorganismos ahadidos a tiempo
0, mientras gque los porcentajes de bacterias supervivientes se

calculan con respecto a los microorganismos fagocitades a les 15
zinutos, ‘

En las tablas IV.1 a 1V,5 sbélo aparecen tres de los cuatro
valores obtenidos con cada uno de los animales. Esto se ha hecho
para partir en los andlisis estadisticos del mismo nuimero de
resultados en todos los casos, ya que en ocasiones fue precise
prescindir de alqun valor debide a contaminaciones. Cuando hube
lugar los valores descartades fueron los extremos.

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

Para facilitar el estudio estadistico se han elaborado las

tablas IV.6 a IV.9 a partir de los resultades de fagocitosis
expuestos en la tabla IV.1 a IV.5.

En la tabla IV.6 5e expresa la media aritmética con su error
estandar para un coeficiente de seguridad del 9% de 108
resultados de fagocitosis de cada una de las cepas de estafiloco~
cos  investigadas considerando los valores de fagocitosis
obtenidos con los PMN de los animales jdvenes en conjunto. La
media de cada una de las cepas se CompAarc una a4 una con la de lasg
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Tabla IV.1.

Resultados

de

fagocitosis y  supervivencia
MVF 7SR en funcieén

intracelular de §. aureus subsp.

del animal donador de PMN.

X FAGCITOSIS X SUPERVIVEMCIA TWTRACELULAR
15 minutos 30 mirwtos 40 ajrutos 90 ninutos

55,55 0,35 0,95 1,07
CORDERD | 57,40 0,52 0,75 1,43

54,45 0,75 o,92 0,%

58,04 0,55 0,72 0,80
CORDERD 2 26,58 1,20 4,37 1,41

55,28 0,41 1,10 1,16

50,34 0,98 1,83 1,13
CORDERD 3§ 50,84 0,83 o,% o,

50,57 0,97 0,% 1,20

81,89 0,53 0,51 0,5
CORDERD 4 59,84 0,44 0,62 2.7

60,79 0,39 0,57 0,85

50, 64 0,73 1,58 1,10
CORDERD § 8,32 1,17 27 1,10

18,53 1,09 1,2 1,34

9,04 0,7 0,72 0,%
ABULTO 1 70,91 0,8 0,7 9,25 ‘

69,80 0,82 0,73 0,87

83,37 0,72 0,68 1,89
ADULTD 2 4,00 0,73 0,50 1,41

5,67 0,78 0,70 1,43

67,54 0,7 0,7 1,77 :
ADULTO 3 8,42 0,73 0,8 1,56 g

85,99 76 0,70 0,98 )

87,0 o,78 o,n 1,20
ADULTO & 83,63 [ %) 0,48 166 It

85,53 [%¢s 0,M 1,10
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wabla I¥.2. [Resultades de fagocitosis ¥y supervivensis
inteavelular de §. aureus subsp. anaeroklusd MVF 435R en funpien
tel animal donador de PMN.
T REpCHonS T WPERVIVERCIA 1NTRACTUAAL
15 mimaos 3 mintos 50 minutos 0 winuto
| »2.5 1,62 1,%¢ 7,81
R t wh, 5.5 4,82 1,43
3,1 143 R 1.9
82,89 (8. e 1,87
] A 2 5, 5 .40 LR 9,7
.20 ER £, LR
) 2,43 0,8 0,43
taesten 3 8,90 R N XY
55,98 0,04 0.8 0.9
PN ] 037 0.9 2.8
kD & 59,7 148 0,63 LAl
i &5 8 g,41 i S.8
! 51,02 [ 1) 1,04 9,82
aoepymn 3 511 2,9 1,48 (R}
r 4118 2% 1.4 t.a2
] PR $.49 IR i
L ] on 9,50 8!
W, 34t %) 5,97
1,83 [ R 5,53
ALY 2 57 5% Ry 1,3
9 2% 7% 1%
; .9 e a7 o
MaLR 3 . o8 [ R I
0.5 0.5 0.7 087
LY 9.% 0,.% R ¥
oA ke "4 9.8 0.7% LA
.6 [ 1) 0,73 9,8
84 Rarsat Lo



Tahla IV.3. Resultados de fagocitosis y suparvivencia
intracelular de §. aureus MN 27 en funcidén del animal donador de

PMN.

X FAGOCITOSIS 2 SUPERVIVEMCIA INTRALELLHAR
15 miritos 30 mirutos 60 mirutos 90 minutos

60,2% 0,13 0, 0,18
CORDERD 1 58,14 0,30 [ 3} 0,36

58,48 0,30 0,3 0,37

58,92 a1 0,32 0,56
CORDERQ 2 52,09 0,33 0,36 0,3%

56,36 0,68 0,51 0,61

56,43 0,36 Q0,29 9,5
CORDERD 3 55,48 0,55 1,39 0,51

60,26 0,28 0,62 § 0,28

74,51 0,42 0,64 - 0,82
CORDERO & 77,07 0,64 0,54 0,57

72,58 Q4,40 0,49 0,44

63,19 0,18 ) 8,17 0,3
CORDERD 5 61,52 0,33 0,34 0,38

62,24 0,33 &3 0,19

61,62 0,84 1,25 0,87
ADULTO 1 65,68 0,73 1,01 0,45

4,53 0,77 1,08 0,54 '

71,43 0,5¢% 0,89 0,88
ADULT) 2 75,5 8,7 0,80 0,7

71,42 2,59 0,69 0,88

7,27 0,44 0,32 0,81 :
ADULTD 3 65,62 0,7 1.0 0,56 .

7,58 0,5% 0,66 0,6¢ '

57,71 0,5 1,76 0,39
ADULTO & 61,72 0,84 VT 0,48 i

&2, 0,8 L1 0,5
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Tabls IV. L.

Resultadoes

da

fagocitesis y  supervivancias
irtrasaluiar da §. auEeus ¥ 42 en funcldn del animal donador de

i
1 HECTRRIS 5 SPIRYIVERCIA INTRACELIAM
3 mimtos 3 simton 60 wimston 2 mirues
LI ¢.26 0,3 0,5
owsEg Y L% -1 .3 0, 0,54
31,99 ., 0,28 0,3
3,4t o, 0,47 LAY
SERREN 3 (¥ 0,31 417 LR
0,83 9,3 (R LR ]
8. [ ] [ X o.M
i 3 R g, 0,54 LX)
2R 0.5 0,99 [
[ 8,43 9,42 LB
b & [ 7] n® 8,2 [ % ;]
5,8 LR 4.3 0,3
13,49 ER) (%) [
e 3 L% 03] [ 1 L8 }) Ly
(X0} 1.1 03§ 0,38
13,94 LR ] 4] 6,73
AL Y bl 8.4 1,07 (RN
LA 2.7 5% LR
& 42 8 2% 3,47
AL 64,52 [¥ 34 9,4
™ LY LIt 9.5
. 3,88 0,48 9,83
oy .08 B4 0,82 0,58
5.4 4,78 8.9 0,37
%, B 2,83 0,% 0,7
AR & LW 0,34 2,04 LR
i o,08 ¢, an
24 Rewy by



Tabla IV.5. Resultades de fagocitesis y  suparwvivengina
iatracelular de §. aurgug MM 4% en funcien dal animal donador Ads
PR

% FAGOGITOS1S £ WPERYIVERCTA ENTRACELA ML
13 mirton 36 minutos 0 wiogton B0 winutos
L1 4 a2 g, 7.4
CONGERD %, 0 §,30 637 .9
51,42 4.3 g, 5 3.5
34,87 .0 8.5 2.4
coRDERD 2 3,1 5 3,28 1.8
b3 R 2, 2.3 M
b3, 4T en 1% 1.
CUREATRG 1 45,00 0,3% 0,60 9.8
43,49 " 3,57 .
4,4 a1 LR ) 31
{RRCERG 4 a8, M 7% L] 3.4
o, 28 %% [0l } g 42
at, 8 2,3 ] 3,9
LORDRRD § 84,54 0.34 2,40 2.4
ayr 1.% e.37 w9
ny a8 9.% .7
w1 1 nmn 4,8 2.8 b.87
ma 4.4 0.7% 0,88
LIt 9,97 2.8 K]
o 2 43,7 0,40 LAY 243
04,8 er LR 0.5
.4 4.4 L 0,7
oLy 3 e Bk 2,57 2,83 [
M, 9.8 2,67 2.4
M, Te .48 LR 7.8
AT 4 0,85 8,60 9,88 g.8?
.17 2.5 1,08 e

3 %+ R, TR



takla IV.4. Media aritmética con su error estdndar para gn
spaflciente de seguridad del $9% de los resultados de fagocitosis
1 cada uma 44 1a8 cinco ceopas estudiadas conaiderande los
walores chbtemides con les PMN de los animales Jdvenez en

afnta.

GEPA M RRAFILOCUCD MEDIA MITMETICA ERRCR EXTANDAR
L] 51,47 12,5
L ] 538 28,30
-3 83,4 n,n
L Y] . % 1k, 28
LR (R 13,8

Iabla IV.7. Madia aritmética con su error estandar para un
weafiviente d4a saguridad del 99% de los resultados de fagocitosls
de cada una de las ¢ince cepas de estafilococos estudiadas
wang herands los valores obtenidos con los PMN de los animales
ARG Ted an enpiunte.

(YT —— EDIA ATTMITISN ERRCR ESTANDAR
L] 4,47 11,78
Wk Q3 .7 13,08
» [ @, 7
T o 3.7
L X N 12.°}

& i T,



tabla, IV.8. Media aritmatica con su error estandar para un
coaliciente do segquridad del 929% da les resultadss de fagocitasis
Ae lap ceDAS MVF 78R y MVF 418R consideradas como un dnics grups
T subsp. anaarebius) para cada uno de los rusva animales
donndores d¢e PMN.

At MDA ARITNETICA o GETAAAR
ooy 1 .67 8. 48
CORgER) X 43,40 Ry
onzEne 3 Lo (=8 2]
couDER) 4 84 01,80
[ ] Hu.an K]
LT 1 0,44 o6, G5
AT 3 LR a1
8t 3 68,8 L]
MILTO & “.% ",

Tabla. IV.¥, Medla aritmatica <on su exror estdndar pars un
cpeficiente de neguridad del 994 de los resultades de fageeitois
de lan cepas MM 27, MN 42 y MN 45 considaradas eomo un unign
grape (8. ANFeus) para cada uno de los nueve aninalea domadores
da neutréfilos.

ML WESEA ATTAETIGA BRI LHTANMAY
CompEm | 5,01 N
CRpERD 1 .98 %)
o 3 [ ] e A
Lomzing & 5. 4 b
tonpEn § .0 EXS: |
g ) .70 .04
A TG 3 AL »"N
oo § 7,5 LR
AT 4 53,42 .4

&Y Ropui tae



otras cuatro con la prueba t de Student (coeficiente de seguridad
del 99%) encontrindose diferencias significativas entre las cepas
de 3. aureug subsp. anaergbius ( MVF 7SR: 53,67 x3,53 y MVF 435R:
53,85 24,30) y §. gureus (MN 27: 63,16 4,71} MN 42: 60,94 =3,28;
MN 453 60,44 =3,32},

La tabla IV.7 refleja 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 PHMN de los
animales adultes en conjunto., Copn los valores de esta tabla se
encantraren diferencias significativas en los resultades de
fagocitesis entre las cepas MVF 75R (66,47 z1,78) y MVF 435R
69,97 £3,06) y entre las cepas MVF 7S8R (66,72 =1,78) y MN 45
(70,14 =2,13%, :

Siguisnde con los estudics de significancia de les resulta-
dos ewpuestos en las teblas IV.6 y IV.7 se compararon log
resultados de fagocitesis de las cepas de §. aureus subsp.
anaerobius sbtenidos con los PMN de corderos {parte superior de
la tabla IV.€) con los obtenidos con los PMN de adultos (parte
superior de la tabla IV.7) encontrandose diferencias significati-
vas muy claras en los porcentajes de fagocitosis de dichas cepas
entre los PMN de los corderos y de los adultos. hsiniswo, al
comparar los resultados de fagocitosis de las cepas de §. ayureus
cbtenidos con los PMN de los corderos {parte inferior de la tabla
IV.€) con los de los adultos {parte inferior de la tabla IV.7)
se apreciaron diferencias significativas en todes los casos
excepto entre la cépa MN 27/PMN-corderos con las cepas MN 27/ PMN-
adultos y MM 43/PMN-adultos.

En la tabla IV.8 Se ha calculado la media aritmetica con su
error estandar para un coeficiente de seguridad del 99% de les
resultades de fagocitosis de las eepas MVF 7SRy MVF 4ISR
consideradas come un tnico grupo {S. auregus subsp. anaerobjus}
para cada une de lcs animales utilizados comc donaderes de
neutréfiles ‘cordercs 2 a 5 y adultos 1 a 4). Al igual gue en las
Casos antericres se conpars la media de ¢ada uno de leos animales
una a una con las del resto mediante la prueba t de Student
{coeficiente de seguridad del 99%), encontrindcse diferencias
significativas en la fagocitcsis de §. aureus subsp. apaerobius
entre tades los animales jévenes y todos los adultos, Ademas,
comparandoc los valores de los animales jovenes entre si se
observaron diferencias significativas entre el corderc 4 {[60,64
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*1,00) y el resto de los animales de este grupo (cordere 1; 50,07
+8,03; cordero 2: 53,60 z5,31: cordero 3: 54,29 *5,30 y cordero
S: 50,21 #1,93) (fig. IV.6a). Haciendo lo propio con les valores
de los animales adultos no se encontraron diferenclas significa-
tivas entre elleos (fig. IV.6a).

Los valores de la tabla IV,9 se han obtenido como los de la
takla IV.8, consliderando las cepas MN 27, MN 42 y MN 45 comoc un
grupo unice (8. aureus). En la figura IV.éb se representan
graficamente todas las diferencias significativas encontradas
antre los diferentes animales. Comparando los resultados de cada
uno de los corderos con cada uno de los adultos aparegen,
diferencias significativas en todos los casos excepto entre el
cordero 4 (65,74 £6,64) con todos los adultoes {(adulto 1: 66,70
+3,64; adulto 2: 67,17 %4,75; adulro 1 70,33 13,32 y adulto 4:
68,42 +5,62) y entre el corderd 3 (63,39 z4,60) con los adultos
1 (68,70 *3,64} y 2 (67,17 4,75} (figura IV.6b). Adends,
comparando los valores de los corderos entre si aparecen
diferencias significativas entre el corderc 1 con el resto de los
‘gorderos excapto conh el 2 (figura IV.éb). Los animales adultos
no nestraron diferenclas significativas entre si.

Comparando los resultados de fagocitasis de los corderos con
&. aureus subsp. gnaerchjus (parte superiocr de la tabla'IV.a} can
los de los mismos animales con S. augeus (parte superior de la
tabla IV.9) se encontraron las diferencias significativas que
aparecen representadas graficamente en la figura IV.éc. Como
puede apreciarse en dicha figura dnicamente no se hallaren
diferencias significativas entre el cor-4/ana (corderoc 4 con S.

aureus subsp. anaeropius) con cor-2/aur (cordero 2 con &.
aureus), cor~3/aur, c¢or~4s/aur y cor-3Saur y entrs el cor-3/ana

con cor-l/aur y <cor-2/aur. TFinalmente, haciendo la misma
comparacién en el case de les animales adultos entre los
resultados con §. aureus subsp, ataergbius {parte infericr de la
tabla 1V,8) y los resultades con §. aurxeus (parte infarior de la
tabla IV.9) no se encoptrarcn diferencias signirficativas 'en
ninguno de los casos,

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

Al igual que en el casoc de la fagocitosis, para facilitar
el andlisis estadistico, se han elaborado las taklas IV.,i0 a
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Figura IV.6a. Representacion grdfica de las diferencias
significativas (sosbreado) encontradas entre los diferentes
animales en los estudios de fagocitosis frente 2 las cepas de g,
aurauy subsp. Anasrobius.

ROENG 1
LokARs 3
SIRBEND
LoRoekg 8
ALY 1
Ay d
AT ¥
KDULTY &

T

» 1 e A ﬁ.yg‘ Mnla 3 !

Flgura 1IV.sb. Bepresentacién grafica de las diferenclas
significativas (sompreada} encontradas entre los diferantes
aninales an 1os eastudios de fagocitouls frente a las cepas de §.

Tigurs IV.8¢. FRepresentacién grdfica de las diferencias
ignaficatives  (sombreads) encontradas en los estudics da
Sepouitesis entre $. alfua subep. aATRershius ¥y 8. auxeus cuande
se epplesan PN de cordersa.

%) AL it SN MRS RN B HIIG 3 QD iGaT Fvak DACE UP SOREIGtarTy B degurboed cel K.
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IV.12 a partir de los resultados de supervivencia intraceluwlar
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 coeficiente de seguridad del 99% de las
resultados de supervivencia intracelular a los 30, 60 y 350
minutos de cada una de las cepas de estafilococos investigadas
considerando los valores obtenldos con los PMN de los animales
jévenes en <onjunto. En los tres tilempos considerados se
encontraron diferencias significativas en los porcentajes de
supervivencia intracelular entre las cepas de §. aureus subsp.
anaerchbius v las de S. aureus.

La tabla IV.11 es anadloga a la IV,.10 pero, en este casc, se
consideran los valores de gsupervivencia intracelular obtenidos
en los ensayos con PMN de loz animales adultos en conjunte a los
20, 60 v %0 minutes. A los 30 minutes solamente se hallaroen
diferencias significativas entre las cepas MVF 423SR (0,30 =0,07)
y la cepa MN 45 (0,66 20,06) y a los 60 minutos unicamente entre
la cepa MVF 7SR {0,68 0,03} y la MN 27 (3,04 %0,28). Sin
ambargo, a los 90 minutos se detectaron diferencias significati-
vas entre las cepa MVF 75R (1,21 20,29} y todas las cepas de S.
aureus (MN 27: 0,58 =0,08; MN 42: 0,59 0,07 y MN 45: 0,71
z0,13),

Continuande con 1los estudios de significancia de los
resultados expuestos en las tablas IV.10 y IV.11l se compararon
los resultados de supervivencia intracelular a los 30, 60 y 90
minutos de las cepas de 5. ayreys subsp. anaerobkjus obtenidos con
los PMN de corderos (parte superior de ia tabla IV.10] con los
obtenidos con los PMN de adultps (parte superior de la tabla
IV.11) encontrande gue no hay diferencias significativas en
ningunc de los casos excepto, a los 60 minutes, entre la cepa MVF
7SR/adu con la MVF 7S5R/cor y con la MVF 438R/cor de S. aureus
subsp. apagrobius. asimismo, 21 comparar los resultades de
supervivencia intracelular a los 30, 60 y 90 minutes de las cepas
de 8 aureus obtenidos con los PMN de los corderos (parte infer@or
de la tabla IV.10) con los de los adultos (parte inferier de la
tabla IV.11} se apreciaron diferencias significativas muy claras
aen los porcentajes de supervivencia intracelular de dichas cepas
entre los PMN da los corderos Yy de los adultos. b
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Tabia IV.10. Medls aritmetica con su errer estdndar para un
roeficiente de seguridad del 5%%Y de los resultados da
supervivencia intracalular a los 30, 60 y 90 minutos considerando
los valores obtenidos con 1o PMN de los animales jdvenes on
Ioniunte.

;j [+ 2] 30 wintm { 5 sirtos % minstos
T o7l 09102 192 09,00
W Ak [ B} C,¥ 28,2 0.9 .2

! o 27 U Te 27 I7 0,47 10,96 0,42 05,08

; A2 [ L0 I 6,33 20,08 0,35 85,83 -

i A 0.4 23,98 2,35 8,05 0,35 40,0

Tabia IV.1l. Media aritmética con su error astdndar para un
confiatants da  seguridad  dal  99% de los  regultados de
suparyivencia intracelular a los 30, 80 y 20 minutos considerando
. valeras obtenidos on ios PHMN de los animales adultos en

’; =1y ” wirures o0 pivuton ¥ mircstos
Lo ] HRC TG 0,88 30,03 T30 50,29

et SFA0 LR P2 .74 20,08 0.8 10,37

- FRP A 1 1L 10,28 0,58 20,09

- 87 83,40 9,07 10,20 6.3 o0, 07

5 ¥ LU ' 4,82 52,13 0,71 20,13
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abln IV.12. Media aritmética con su error estindar para un
cpaficlents  de mgeguridsd del 3593 de los resultados de
gaperviventla intracelular a log 30, 60 ¥ 90 minutos de las cepas
MYF 5% ¥ MVF 436R conszideradas como un Onico grupo (§. auraug
pubdp. AGAGEObhiug) pars cada uno da ios nueva animales donadores

a0 PN,

ATRAL 3 simtos 40 minstea % wirnutos

2 ] 6,43 20,48 1,12 40,5% 1,43 20,41

T et 0.7 10,31 0,9 10,25 1,00 10,27
coaeery 3 0,75 0. % 0,98 40,29 0,8 40,29

LA 4 0,39 10,03 4,%7 10,03 0,49 10,03
ooy § 2,0 10,39 1,0 0,19 1,08 39,24

L LTS 4,81 10,8 0,69 10,09 0,82 39,54
AT § 0,49 20,08 0,68 34,10 1,60 20,04

ALTO 3 0,80 +0,08 2. 0,02 G, % a8 k4

oW b 8,82 10,07 0,75 10,00 9,00 10,38

rabla IV.13. Medla aritmetica con su error astédndar parxa un
coaficienta de seguridad del 99% de lps resultados de
supervivencia intracelular a los 30, 60 y 90 ninutos de las cepas
MN 37, N 42 y MN 45 consideradas como un unico grupo {8, auvreus)
para cada uno de los nhueve animales donadores de PKN.

N 5 atrton 6 nirmaos ¥ alfrstes ]
20eo0en 1 0,28 10,% 9,31 10,03 0,34 30,02
corcans 2 9,36 10,44 0,29 90,08 0.3 10,07
CIRERS 3 0,38 0,67 0,43 20,08 9,34 0,04
ety & 0,3 10,07 0,40 20,30 0,462 8097
w0 § 0,33 19,67 0,33 14,03 0,38 13,01 )
FYEY 0,76 10,08 6,92 10,18 0,59 10,07
ATe 3 9,73 0,0¢ 1,01 30, % 0,38 10,090
awre 3 61 20,08 0,70 30,1 o0 20,60
MAATG 4 0,88 40,11 1,01 8,9 9,7 20,99
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En la tabla IV..: me ha calculads la media aritr 23 can
gy erpar eztandar para un ccefjciente de seguridad dal s % de los
vesultados de supervivencia intracelular a los 30, €2 ¢ &g
minutss de taz cepas MVF TSR oy MVF 4IBR consideradas coms
WrioD grups (5. AukeaAE subsp- anasrcbiug) para cada urg de los
animales iimadores ce PMN. C3mo puede apregiarse en la fig,
1v.7.1 las diferencias significativas encontradas entre los
diferanves animales a Los 10 (fig. IV.7.1.a), 60 (fig. IV.7.1.&¢
yop omLnatns (fiy. IV.T. L.z fuersn heterogeneas en f.‘.r‘.:;-: de
i4 wdad de ion animales. Es desix, no se detecrtarch diferenzias
signiflvasivas en los perrsntales de supervivensia innracaiula
14 §. auresd tubap. Anasrsbiug entre ¢l grupo de arnimales “!O‘Jmnas
vowl o de pdaltos.

ta manla IY.17 es semesante a la IV.12 considerande las
epan MNOST, MM 4 oy MM OGE como oufl uniGO grups B aureuz - En
Lo trew tiempos consuleradus (9, 60 y 30 minutos) se hallaron
sifacancian 5, gnificativas en los porcentajes e supervivencd
LnTrarelulay apress sntre todos Lo animales Tovenes
odhs ins adastas (fLy. VLT 21 Topo puade coservarse en ga il
L mante 54 detectarcn diferencias significzativas,
sra gl adulto 3 I,TE DD, UE v e 3L EDL
Bominates entre el sordera 3D, 43 x0,Uf i

j
(n,Re 0,4y oy enure el adulio 2

&

@

- Gt s . -
¥ oL H ROV 'S

vangda Los Ltadzs de supervivensia intratesalar a

yoB dp lew corderes onn S. AuEeuD fuksp-

' 0y oam Y i
P IR R SAN LR e JTE

parLor dam la ot
AckBag DAYTE puper.iIr Se La IV.1I 8w
5 @

significavivag  en  Todcss o3 TasC

roopdars 4 oTon E.
ssxier £-

kR B el aur oy g alTente, iz
LA MR SORPATACAVN 8T @i AR :ie 5 adu.t =
reRulTRANE TEN . BuIBAE S4NSE. ILASISLand PAaTTe 0l w2
mania oL yoien rRSuitades SOn 3. ANT9us (Farse . de
A@ %agla IY..7) las difarensias significativas encontradas fuercn
zasTanTe dispared peY Lo gue aparecen reflejacas en la flgura

56 [TIMRT™



Figura IV.7.1. Representacién grafica de las diferencias
significativas (sombreado} encontradas entre los diferentes
animales en los estudiocs de supervivencia intracelular de las
cepas de §. aurgus subsp. anaerobius a los 10 (7.2.a}, 60 (7.1.h)
y 50 minutos {7.31.¢).
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Figura IV.?.1. Representacion qrafica de las diferancias
sigrificativas (sombreado} encantradas entre 109: diferentes
aninales en log estudios da gupervivencia intracelular de las
capaz de 3. 2ureus & los 30 {7.2.a). 60 (7.2.k} ¥ %0 RBinutos
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“WH(I;‘;{ Hapresentacion grafica de las diferencias significaw
rivag (8 reado) encontradas entre 8. Jursus subsp. gm' g:g,-ggil‘

¢ 5. ANIEHA en les estudlos de supervivencia intrazelular Zua ;fg
se empleal PMM de anipales 2adultes a los 10 82, 84 (BB y %9
By minutom. ‘ '

a4,
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IV.%.). Analisis del grado de correlacion antre fagocitosiy
y supsrvivencia intracelular.

fn este estudic cuando nos referimds a 5. ayreus Subsp.
ananrohiug o 3 §. 3ureys estamcs expresando 108 resultadop A,
agoritosis considerande a las dos (MYF 78R v MVF 438R) o a 1lag
Tas cepas {MN 27, MN 42 y MN 45) de cadh wna de las bacterjag
en caonjunto. Lo mismo ocurre al hablar del grupo de animales
csuenes {cortercs 1 a §; y del de adultos {adultos L a 4. Loy
rezultados del estudico del grade de correlacién entre lgg
egtafilacosos fagocitadas en 15 minutos y las hacterias Supervie
vigntes intracelulares tranacurridos 10, 60 ¥y 30 minutos aparaTen
rsfiajados cuantitativamente en las tablaa IV.14 y IV.15 y dg
fnyma grafica en las figuras IV.9 y IV.10.

e

2 RA]

La fagocitosis ¥ la suparvivencia intracelular de 3. ayraeus
zubap. ASAerch.us ¢on PMM obtenidos da sangre circulante ge
amiMales jovenes (corderxos 1 a 5] presentan unos valores dg
srrrelacion inversa de -0,80, =-0,83 y =-0,81 a los 10, 60 y 90
miautos de  Lncubacinn  respectivamente  (tabla IV.14). Estus
valores del coefiziente de cvorrelacion indican que a nedida gue
digminuye el porvrentaje de 3. aureus subsp. abaerabius fagocita-
iTs aumMent2 2l porcentale de LoS MLITOB SUpRrVIVIentes Antracelye
larmente, y qué ¢stu9 porcentajes de supervivencia son inferiares
3 ios 30 minutos de incubacion (fig. IV.%a) que transcurrides 4o
cEig. IV.ED) y 80 minutos (fig. IV.EC).

En la tabla IV.14 tambien ¢ muestran los ceeficlentes de
TITTRLATIIN enire LT3 ras3ultanos fde Tagoolveniz de §. purmMy v
sy zuperviventia intracelular a lcs 30 (0,35, &0 (C0,83) y 8¢
minutog (0,81) con PMN obtenidcg dé¢ sangre circulante de lIong
snimales Jivenes. Estos coeficientes de correnacion de signs
spueste a los cktenides con 3. aureus subsP. ANAATSELJWE expresan
una correlacién directa, esto es, cuando aumenta al porcentale
ig Zagocitosis aumenta tamoieén el porcantajse de sapervavencia
vnzracelular de §. gureus come puede apreciarse en las figurss
v.5d (A& los 30 minuTes), fig. IV.%e (a los 60) y IV.3f (a lus
50).

En la takla IV.1% se expresan los coeficientes de correla-
ci#n entre los porcentajes de fagocitosis y de supervivencia
intracelular de §. aureus subsp. Anaerobjug ¥ de 5. aurgug cuande
los ensayos se hicieron con PMN de sangre circulante de animales
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Takla IV.14. Coaeficiente dg carrslacion antra las pagsterias (4.
supens subsp. anagrebiug ¥ 8. aureual  fagecltadas v lasa
gupebvivientes imtraceluwlaras transeurrides 39, €0 ¥ 90 minutas
cuando log ansayos e realizaron con PMM obktenides do sangre
circulants del grupo de animales jdwenes [corderss 1 a B},

| BACTERLA y TIHOWG DE I NCURATION EOHPICIONTE E DORATLACICH | SEVALIANDA
| — e 142
50 mioueon 1,803 1,64
P wiwgtan 9.8 1,81
30 wbweos 7.5 ! a2
& mirsgtos i 1.83 9%
M wistos 8,51 5

tabla IV.13. Comfigienta de oorrelacién entre las bacteriae (8.
aurmuAd Subep. anagXohius v §. 4umsug) fagociradas y las
puUpervivientes intracelulares transmirrides 39, &0 ¥ 90 minutos
guands 1pe engayes se reallizaran con PN obtanidos 3¢ angre
sireuiante 48l grupe 42 aninales adultos (adultos 1 & 4).

BACTELIS y TIOW0 DF IaBMmaliom COEPIZIENTE DE PORSELACION | SONADLENEA
i R winitos 1, .2
3. purous wboh. gwarsblug 0 wirton ] 3.2°
W mioton 9.8 J A1
B wimot 573 [T
5. mewms o micatas 4By B -]
N nimdon g 0%

ol Nados! LBESE

§a
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Plgura IV,.9. Eoprowss?acios giaf fuoa Jai oegx rrejiscion entre jos paarcents)es le I S SRR
y de supervivemsia  §ndrac far cuasede fog eRnayss 2e reziiZaron oonp PME obtenidus e samire
cirvuiante del grupn Qe animates joveses. [as fLgaras va, 9 ¥ OO corresplisien a B, dureul subsp.
apastebiye a los 38, &8 ¥ B0 sinetos Fenpsotivaments ¥ jas figuras 94, e ¥ 91 a §. 2 los
wlwmeny € iemmeny
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rigura IV.12. Bepresestacion gratica del grado de oorrelacion estre los porcenisjes de tagocitomsis
y de supervivencia iptracelalar cuardc (o5 eassayos se reajizaren con PN obtenidos
circulante del grupoe de apinalez adultes. lLas tiguras Ifa, 18h y 19 corresponden s 5. aul

a ios 30, &0 ¥ 99 mimutos respectivamente y fas figuras 1ed, ise v 181 a 3. a
migmos tiempos.
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tnflamanoria desde [as J4~42 huren postinpouiasion (B.p. 1. neasta
gl pomento de gy pacrificie al rmes y wmedx. Lag slteraviores Be
smieiaren o0 la formagion de una papuia a las Ji-48 horam, gwe
auzmantaka progresivanente 4o tazaha, aluanzards » losg fisws dids
un diametre de 1,5 om. La piel de la zona imawulada aparediia
alopaciva, enrajecida ¢y sallente. Loa gabglicss regisnales
explorablaes {(sabliliagd y gervizal esupsrfivial del latarnal
izgpuierde) we encohtraban ligeranente Ripertrdficus desda las 4%
n.p.i.

Durante log ¢lrew priserss 4.p. 1. Se registrsd wp ligera
aunents de la temperatura ooyperal 140,20 T8 gue renitlo
pogtariormenta. En estog prineres 4Aisd de azresis 4.figwltadl e
apeyo en la extremidad toragisa insgulada.

A los ocho 4188 B9 apreslada ciaranenta la fuwsagite  da
abszasds on Loz puantos de inomiiacion, de aprox.hadapente 4o o
de didsetro on la extremidad toradica y 49 agpyesisadipenie ©oes
veatinatroes vy medie de didsetrs en la pegldse somtal (fiyg. Iv. L&,
Entre loa dias dle2 y gatdrce p.i. los avsdesses fistallzaren
expulsando uh contanids purulente espesy y vewrdesy (fiy [v. 13
del gqué ge aisld on todos lod £a508 §. AWK0ng Subay. SOMMLSOLNE.
Lo9 ganglios cervigal superficial ¥y subliiage del Jade Lbeanldds
{izguierdo) se espeantraban infartades 8 la palpazids oo9 respedts
a sus homdloges del Lads deregho.

fn el transcursy de 1la vercera, owarta y guidia sdmans &8
spgpEvVaren en los puntss de inodulazisn neevas fiatallzaciones,
aLgunas da ellas ulceradas, o%ras antiguans y sarfadas y INEas
repientes, por a3 yua fluia el pum oaracteristisa. 2% Tamata A8
log absgesys B8 redudis wonsidarablenenis a dedida gue Tranetiee
rria @6l tiampe, poxe Jos ganglizs zesvvical supevfieias g
subiliace izguierdss de¢ los dog aninales 20 encpniiaban DagnaETLE
infartadss coon respecis A4 Sus  BoEeRLIRGs  Bes  lade  dereqha.
hsimieme, les animales astaben wds devaides y osfian Depvs Son
9l gongiguierte retrass an ouw orsdimaenta.

A laz suis semanas las lesioras an 123 puntes de A L APk G
mgstraban una redreaién muy evidente. miestras guwe 39 gangliios
regionsles del lado invwulade seguian muy infartadis. BAdesas. en
13 7ona de exploracisn del gamglie pubiliags itguierds de ump de
les animales se apreciaba un gran abaltanienmtis (fig. IV.13r.
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Im o ln recrapsia, redi.zada a 1as 51e%8 SeRanas, ias leslcres
da 4 AxnzTenidald torpacica aparecian cicatriiatias, pero el gangliz
sepvizal superiinial i.w,,m*- o2 e inz dos CAbYitos Ze encontraka

tagtante infartads oon regpertc Al derveond. Tankidn las lesignen
del punto de ieocuiasion del flaveo hapian cicatrizada vy oan uns
Ae les aminales el Fangiis subiliace iz2quierdo se encortrata
vastante infartado. En el qtro cabrito, qué extarnamente moatraba
R gran abultamients, ge encontro un adbscess en el ganglis
gamalings anguiardn. rna ver disecada la lesion se ormarve el
GAMGLID WUy Ripertrs Y,ooadosads a el, una a3tTUSNUYA 38 4 x
%N maS O nanas v Fludtuante gu uma vez arierta as
SOTE@BLOAALN TOR UM tLr.oo avseeso rodesdo de una gruesa fapsula
SHnyURT LA L Ray. IV, L8

EL ragts de lon a8 ®stns A0 Aaninales asares.erpn
§am alterdv.ongs TacsRlEscpLvan dE Lrvares.

TAGG . 0B Lnfatinisg cervical supart .-
dearechn na wnaeulads) No presenta-
AgANALlan disnretananta adtivaios o
er el ooptax. En &l JangLin sublllaco jiguierds,
LEREentALA Lt ARTO@EQ, 56 apredlaban
INNES LA .TUALeB da @ata lefLnn, an

SAN RLTORATI
niparpianis
Tl RBALLDELD

“"@Tf'l!ﬂ

capgula de *et.is ZImoumTive samas
WiheAredH, ot Lot
TETTARLE ras mOLTGR

Fe ahEeEl L3 praesancLa i g IS o8N el
; Ml AlaTesz.

rrax, aan

UL LARSeadheslBE AlRAllaRiasnAlRE

Lag alteraricnes anconrtradad en Log 408 arinales
BAngal SURET. BOABIGERAE PRO VLR LTNIWATLEU.
femural da la wetreriiad L®loLana zoulevd i
AR ERen e JAda 3a L.l vl

Estes srimales EresentTarsnh un sSumerhs 44 14 Yemperaturs
cerparal (41,10 00 asl come rearuipn dslzrosa a la palpagion en
el punte de imofulacion y dificultsd de apoyo de i extrenidad
insvalada durante 199 Tustro primerss 4.p.i. Les ganglics

Y s 1IN



an 58 LEBANO £4m respectsn 2 4ud hsmolagos el lavteral derennd.

Limfarics regionales axpliratles ng rresentarsy »odifloeacc ones

A la samana y media p.ol. %8 apresiaka &n al pentm de
inoculacion un abultanisnty nacia el exharior muy ewlidsste, Fue
aurantd progresivanente de tamafo v osue termung por fistul law
al capp de cuatrTo semanas, fluyenda urm pus de culirazisn ver doaa
del gue g4 aisld la bactexie inuculada. A partir de asta pr.mera
Simtulizacidn, y hasta el momento da su sageifiz B GREETY AEDN
murtiples flstullzacicnes fSeguldas de cloatrizazion, fa lesiloe
englobaba la region de eapluragion del gawglic poplites, poy Lo
gue ho pudo RICerse ul sequimlenty de ia posibla isfareasism de
pste ganglio durante la espariencia.

fn la necropsia, realizada a las siete senaras, 1as les immes
aparecliernon locallzades en la regiun Amusculss smosorlssda £ $a9.
IV, 1£), Disewands la 2ona ge encontrarsy ef La prodinsdad del
ganglio poplites dos sbacesos bien encapsdlsados en usa da 08
anipales y tres en el otre. e todts eilo0% se alaid §. AaaSknd
WEBP. ADASINNLNG- En amoos animales, #i0 enhargs. €L gansgils
prpliten preasgntaba un vamans pract,casante rechal. Adenam . an
urne da los ampmales ol ganglio estrotal ldpaards SaTadd My
n'arm:‘.m en relagien son su henolegn del Lade Sexeshe f Ly
YLAT) . Al realizar un corte Longit.adival @8 este ganglia 8
BERCHRLES un poguele Ince purulenty dal Hue a8 Al2in 1A supedped.e
eutafilaocony inocuiada,

fn el reate de jom oxganca de efTad ANLPALRS ha 58 enchmtras
vom o Aalteraslionad Danroscdpioas Glgnas de menoLon.

V.6, 0.1 ARIBAL Mbeasdddi GRBR BRAN.S4 S0 A Gl R
piAARRAEASNAE BEEANEANEAN & ~ABIADNAMAALEE.

Eata animal, que np fus iPoculads, permaned.d duwrante Todn
LA fase o eX0eriTARTACLIOn &N CORUINED LD 05 ANIPALed LnGeluias
498 POY VLA LINIYARUSCULIAY ¥ Sungutanes.

A lag cuatrg semanas del irmicis do i experiensld 34 ARYBTLD
L4n ligers apultamients em ly region parstided dersuda ue Muwmenty
vapidamente de tamady hagiendose muy evidastd & LAS HLUS0 SERBNAL
(£ig. IV.18). A las sela semanhs ol apusesn fistulize, y del pues
espess ¥ verdose se aisle en oultive puwrs I JEKenR Sl by .
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Alvededor de la sexTn gemana ouneanid tanbién A dpreciarse
ura imfartacion evidante del ganglie cervical superficial
deraciin. Ea el fransouras de la septima y Sotava semand p.i. o 1a
LeBiun de 13 reqglue parotides fue rermitiendo paulatinamante,
mienvras gue la alterasion dal ganglio cervical superficial fue
naciendnsn pasg evidente,

Al realizar la recropsia del anieal, al final de la ogtava
BETANA, S8 ANNLHALPAron sendos abssesos en el ganglis parotidas
fmrscho. Jue 20 apreiaba ligeramente hipartrofico y hemorrdgics,
v oan el garglie cervical superficial derscho, que estaba muy
ofavzado, la aparienscis pacreseopiva de ewntas ledidnes sra
1Lhay A la desgyita oan el apartads IV.£.1, gon la unica
aaivedad de que la pared lnterna del abscesn encontvads en al
ganglin parotides devechs estabs ligeramente hemorragica.

=]

Lo garglize zandibular vy retrsfaringes lateral izqulierdos
28 anosntranan  ligeramante Ripertroficos ¥y hemorragicss oon
Yerpetes 8 sus homdlogos, pere 6o presantaban absceso alguno.

614 Dnpepliclinen RIAShLSAndS incisisnes cabaneas.
L mres anizales inoculades de asta {orma con La tepa MUF

da 3. Aureus BuUESy. ANAGYONALE PYesentaror una evaluuasn
ar, por lo que sus alterationes ze describiran conjuntaman-

Ex la fig. I¥. 19 pusden apreciarse las incldienes practica-
an L3 gwtredidad Toracisca poy entisa de la artisulacion

]
IAvgiana an ung de los arn.maies antes de proceder a la inooulas
L D0 eBtd Mmitna JOrBR e practicarsn otrags tres Lincisicnes

w" oW LERln infe¥isr.

arapte la primera ®emana p.i. no se apresis alteracisdm
Blyung miooen log puptee d4 insoulacicn ni oen los ganglins
sinfatloes veginsaler explorables. Tramscurride este tiemps
CoBenid 8 aprefiarss wna Ligera Nipertrofia de los ganglios
sardibular y parotider izyuierdss <on respecteo a puws homdlogos
dal lade derechn. Msimimme, Se Constatd uhd ligera alevacicn de
ia tesperaturs oorperal (48,8 07, La infartacion garglionar se
hige mas evidente a medida gue tramscurria el Uienmps.
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A lag Jdna Samaras la tengeratura Jorporal era nermal ¥ ia
ripertrafia de log ganglios da lp gapea ¢unsinuaba €1 aunente
K1 omiand niasps de deventaba wna ligera infartaricn sel gamgliy
ceyvicAl superficial riguierds gue oon ek Tiedps TARDiIen fus
aumpantands de tamahy

A partir de las Tras senands y sedia an L0408 L0 NABA RS
ga ounstataba la presancia 49 Abscessa TARLD an  ba  veylon
smandibalar (fig. IV.I0) a wleple wvinta somo o an a 2ora S
ganglis carvical del La%aral lnogulads poxy paipasise

LA hecropsia de Lo arimalen g4 Fealizd a 123 Timgo Bamsnas.
groontrandose on YH4A08 GLLlog ARSTOBLS &N L 08 JANY. L0 BABD L DL R
ifaga. IVWU31 oy IV.AE) oy marvisal seperfioaal Sflg. iv. g
siyulerdes, que, ademas, =6 endontrakan may bigersvefices. 45
ARHACELD DASroBoOplow 46 e5tas LeSiUres ewa $iMiiar AL Hesis
en el apartade de (nofulagiones SubCutAneas, S5 DLen L4 gazed
Wararnd del absCess encontradd en ¢l Jangl.y SArvisdi #sfasa Tay
rgmarragica (fig. V.43, De modog 108 ABeCasss gandgl ielATHE s4
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FLrANTE 12 @xperiens A a4 @MIINTrAEeT, CURG WP Lad (8458 BALres

sopivd dearaganle,  das fUT0g purel#nias Ty FERLeADS ar 8.
creerany del o ganglio mandivaiar devacce o frg. U047 B8 0B P

mm ALELD H. RLIBNB BuUBEE.  ALABI L Hidwologioamenita, el
AN Ll NC ARAreTia visibiemants SKcvivang. BN LA ALPa PATERCSY-
mitzal Sa SUservd 1a prezerdia de eamos BIIYDADSURBOE ARL 02
nasrofayes de cusips Tingibie (flg. W10 En o gensral,
rarglices 3 ezfte  afimal  se  dstactn ura 8AC238 3
Jardlionar. KN o8 oovdones fedulires B2 3e7e005 L4 LYRSEnT.A ds

@LuLAR PiASRATICRE. L8%a Yanosand $e S048YYS en LOR gang..sg 49,
Lane Laguierds peyn 4 ogn Log del darecho.

IS

L animal emplesfy o aamt
AL ERTATLANes durante 14 fasa sapsrizentrl ni doraste s& rdss.-
rasREN 38 L& neqropsia.

B AKTA G pragsent s

OB 2 IDDCUeAn e R BB Al B VR 40 B8 R Jeilad

Loa 5% animaies L
varaviones evidentes durante ias
#NGRLIBAELA . L WRLETE JAath ALghd 38 rans o 8% e 2 U8 B G.as
At BRIEILABR Jha ;;%s" ruplrtrefia da . ad GARg. T8 B8N
cocaroicar superfiolal izguierdos 3 gud
ie -4 dersiha, POrd 68Ta ALNAYae.LIy remlt.n ABLa
Lmldaial al 2abe da una semana.

A UApA R BERBRAT
% BEBANAR  GPaB Ta

B

Nio@B LA ReLYSpsSia nhoen &L pasterimy esTadin PLRliga-
B8 NALLAYLT LeBLTRes RV .S TRE .

F. animal #rgiesds Toml cREtlgr @N 8T8 g ma BreseriT
AL THTRCLANGR 2lumag e memalon Sarsttae L2 Yazae Sxpayi®acTe. .

AE.LIras A3 rali.iar La nenropsia,

IV.6.3. INOCulALIONGS GAPSIIMSNTALAE #1 IYRIAS 4N LALTIZLIN.

Tan AR .08 ANITALes atLlLIndog 8N eRte AUTLALY BesAarXrIilarsr
Al dia siguiente e la iMS@GlaCion afd RAALLLE
ARARNCILRESAME AHIBHE, POL b5 Bue 9ul resuilades
ran., A Le largs de Toda 13 expeRrLETNIA an
restantes no se detestd BACIeYId Alyund The

PuBy. IDASLERLSR -

b " M

g
)
®




Feolas nablaa IV.L1E a IV.00 se exponen 1os reaswitados de log
vecusstas diariog de selelas symaticas y de bacteriaz efeszusdas
g7 ABBAG BANAS pAra lss svelas R, B, I¥, LB Yy N respectivamenta,
stos pisacss resukvadcs se expresan graficamente an las figurasg
ispares de la IV.il a IV.19. Los recusntod de selulas somatigas
A0 mxprazas es numero da selulas por =i ode leche y iz s
panTerLas, realirancs er agar sangre, en unidades formadsras e
calunza por mi o da Leche uforml). En las tablas antericres aa
recggan adengs, PAra iss .3NLAL0S aninales, la praducscidn lacian
afh mL s wna de Las mamas y lad tenmparatura oorparal en
graziea gentiovadss. oo oLaw figuras pares de la IV.IE a 13 IV.ad
30 @rpreman raflivi’e~ia estos ragultadss. De (a ovela B :Tacla
onE oy Slg. IV.llr mr ose dispone de datog socre la produscion
AR,

LA prusia dm Jalifzynia, al realiiarssé  inpediatapenta
1eEpues de ToRAY .4 Puestra de Leche, 03 Dernitlo hacer una
primers estirazisn del Nupers de Célulds IOmMALITAs NAsYy dispaner
de Lo8 resuertos .aburatoriales presisos. For eilo, 1og rasulta=-
ize de ests pr.eka no aparesen axpresadeos an las tablas.

En furciod de Lo respuests olinicad 4 lad incculaciaones v Ze
LEB raswliadss miny o8 yuedern astadDiegerse 308 JLunns de
ArimaLes, Une de eilza eataria formada por las ovelas Ry B, en
JRE gwE M0 se dafestaraon alvterazisney 2LIinicas y saianente ce
ALBLALEN DANCEILAS A@ la Leche duyanta jas primeras 4¥ horas p...
L. nUER LN LTTAETAY.AN LaB cae LM LB oy N gue Bl opresantap:in
AL #Tads e respuesta slinica. Ademas, de .a leche de estiz
ARLDALES 38 ALT.LATIM SaCTeclas no solo Los diag gaguiented a LA
SPEWLATL T RLME SaTAN e DIBTLUTNE PETLOUCSS que Fe LNTATIasioar
LEM STLOR &t .08 Jue DS naR.a Luberacion da §. puleds Sunsep.

SRABES LS

UL L

En Ja tvera B odestaca el HaTo nurars de nacterias gresantes
af L4 leshe Lo8 o8 primerss 4,83 postinoculaciun (13 WIS P,
nechn que se 3ucmpady de un increments maderado de lus retuentos

B TRLIU.AS BIRATLTAE 8 La raTA .nooculada (tapla IV.l4 ¥y fig.
fe33)
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En L2 overa B se detects un mayor nudners de basterias en la
nama incoy.ada durarte las 48 horas siguientes 3 la inocculacion

£

LR )

-
i



rabla IV.16. Ovela R
gopaticas ¥ de §. AUKONA Bubsp. ADASLLRIME
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Tabla I¥.17. oveja B! resulfados dge los recuentes de celylas
8004t iCAs ¥ de 5. AupeMs subsp. anasraping de la mama irquierda
imooulada)l v derecha {no  inoculada) A le large de 1a
axperientia. También figuran la produccion ldctea de ambas napas
y la temperatura corparal.
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Takia IV.10. Oveja LN: resultados de los reousntss 48 24Luidg

spdtivng v 496 3. Aupeyd selep. anasrobing O la mama ipgmiierda
wpeulada)l  y  darechs  (ne amsguladal 8 ba large  da la
peperiensia. Tanbidr figuran la produssidn lAztea da Anpes MARAS
Y o»A Tedparatuva Sorperal.
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Tabla IV.19. Tvela LB: resultados de les recuentos de celulas
somAticas y 48 §. AUTALS BuLSH. ASAGLching de la mama lrquierda
Cimemulada) oy devecns  (na inotulada) a2 lso largs  dg ia
guperiencia. Tasplen figura la produscitn lactea 4 azbas mazmas
y L@ temperatura corparai.
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Takla 1IV.38, Ovelja W resultades de los recuentat de celslam
soadtican v de §. aursyg subsp. anasrspiud de la mama lzaguiesds
cimeulada)  y  darscha  (ne inesylada) A Lo lazgs 4e ia
sxpariancia. Tamblan Ligquran la peaduccisn lastea d8 anbas 2anas
e la temparatura ¢orparal.
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rigura. 1v.21, Oveija R: recuentos de células somdticas y gde 3.
A4ERLA SUDSP. anperchius de 13 mama izquiarda (no inoculada; y
darecha {incculadal a lo large da la experiencia.
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Figars, IV.31. Oveia R: temperatura corporal a
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Figurs. IV.33. Cvala B: recusntos de oélulas sgadtizas y #n 3.
AGESMA PuBSP. ADARKEBiNE de la mana drquiarda {imbpulada, oy
Aaygcha (no inooulada; a lo largs de la expariencia.
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Flgura. IV, 34, Dvela B: tenperatura gerparal y produsgisn laotaa
4@ .a mama izquierda linecuiada) ¥y daresha ing insgulada; a la
largn d4¢ la expariencia.
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Plgura, IV.13. Ovela LY resusnton de celulas somdticas v de g.
ZuERME SUDSP. ANeRkshing en la mama izguierda tinoculada)
ddreshs (nd inogulada) 8 lo largo de la exper:encia.
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Figura. IV, 38, Dveta LE: tenporatura érporal y produseidn jacten
da ia mama iigquierda (inoduladal y deracha (ne .regdlada) a ia
largs de 12 experiencia.
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rigura. 1V.37. Oveja LB: recuentos de células sondtivas y de 3.
AuLong Subsp. anaershiug de la pama laguierda (icazulasda) ¥y
garecha (no lpooulada) a 1o largo da la expeviensia,
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Figura, IV.38. Ovela LB: tesperatura sorporal y pradudcisn Laaten
Ae L4 masa izgquierda (inoculada) y dersgha (no insguladal a L9
rarga de ja experiencia.
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Figura. IV.3%. owveija ¥: recuentos de celulas gonaticas y de

.

Bir8M8 BuULSP. AnaeFabiug en la pama fzquierds (inoculada) y
deracka (ne inoculada) a lo largo de la experiencia.
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Figura. IV.49. Iveia N: temperatura corperal y produccidn lictea
‘e La wama ligulerda {imseulada) y derecha |ne inoguliada) a i
LArEn 3@ 13 ewperiancia.
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(50,690 y B.000 ufe,nl), ¥ loa ingrementds 49 calulas somasioas
fagron slovadisinos (mayores de 2 x 15 celulassab, Tabia I¥. L7
y £ig. AW 301 EsTOs retuentyds disninuyeron prograsivananiia nasta
a) dia 13 postinpoulacion, para posteriurRenta gufrar vtres
imoTemsntas Buy claros en los d1as 17 (1,24 x 307 selulasecnly . @l
(1,38 x 587 celulan/miy y 29 {2,132 x 107 calulas-ali, .ncrementos
qas, 8in embargo, no se acompafaron de liberac.on e Basneriag
gn 1a leche [tabla IV.I7 y f£ig. IV.213). Adends, an esla oveld 58
cheervd un ligero incramento de la temperatura 1o 4:iaf §lgaien-
ves & La inoculacion y una clara disainucien de la prodsss isn
Lacted #e 1 pamh Qinooulada {(hapta aproxisnsdaments wnd Leriers
oArhe) con respectn a la no inggulada (tabls IV, 1T y fig. 9. 140

En las ovelas Ry B no gg 2bRervarsd allevacionss ni en .a
glanstula mamaria ni en los ganglios Linfanicos namarios duranie
la sxpaviencia. Tappocs en lag necropsias, realisadas & iox 13
A4as wn A ovela R vy a 1o 16 an la B, ni an los estudivs
niatopatolagions subsiguientas se hallarsn ledlanes destacablaq

1v.6.3.2. Qveias M. A8 ¥ M.

Er los tres animales ze gonstats wn ligers ladrements da .2
tonperatura corperal durante las J4-48 horag sigulertas 3 ia
ipgeulagidn,

Ir astas tres sveijas, al igual e en Lan doa anterinres,
ga 3isLaron bacterias de la mama ilregulada L2z dias postariores
& la ineculagién, y 1ot aislamientos ge acoapalarsn de regusnhos
may alevadeos de células somarnicas, guperiores a 2 ¥ G FER
tag ml (tablaa V.13, IV.19 v IV.Z0 y figs, EV.I%, IV.3T ¥
TY.19). Egte primer periodo de preaantia de DACIerlas en la seshae
durs ensre <5 y 9% hoYas, sequn Lo8 aninAles. Adsmas, an log ZTes
casss. Tras uncd dias an 193 gue no 38 detdvaban pactersas eh
ia lethe ¥ an les gue. en general, nabla wna paulatina disainu-
sisn de LOB recuentos celulares, sa dstectarsn nuevos perivdos
dm Liberacicn de §. aureus subep. ahaarsbisg por L3 lecha.
foinsidiends con estes periodes se¢ produsiin,  en ganera;,
increnentos de los resuentos gelulares, si bienm en la owela L2
el incremento de células se inigio tres dias despued de la
i1iberacien de estafilococos (taklas V.18, IV.l% y IYV.39 y
figuras IV.25, IV.27 y IV.39}.
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LOR rBILETTIE 48 U cas de las DARAS N0 impoy-
viergn muy EATSE Y PrACTLIC camente Isnstantes duranee
g, IV. .89y .0y {iﬂbraﬁ I‘%.'__g

Lalan B& maAny
LA eaTavl

mae e

oy g

‘eatlas IV, L5

¥x lap mamas snoowlades de las ovejas LB y N ose preduie una
sreante dismluucion da la produnclion lictea (por encima del
cninecaiends con Los perisdeos de liperacicn de bactariag porx
“a tecma ivablase 1045 v IV.1G y figuras IV.36 y IV.3B). Ademas,
s, AP 3B LA Tveta NS produscien era practicarente nula al
sowpy 48 LA experiersim :(Tabla IV.20 y figura IV.40). En la aveja
4. LM emrapys. ALl 2 Conswato una muy iigera disminucion de
LA produntion al m»um:‘,f: d.p.i., pera a partir del cuarte la
srodunion e retupdrT e ineluso aumente (takla IV.1¥ y ligura

WA

1sa Tres aAnizales Se detecto a lan 48
L ogamglic mamayis izquierdo ccerrespendiente
q‘*a Exta alteracion fue hagiendose mas evidenta
 apsmasno, al rcabe de una semana y nedia 1o
% mRuatraban unad reacsicn dolcrosa a la palpacidn
1R T mamA Loaraladh, w8 ApATRCiA inflamada y Son uAas Tongisten—
3 mad fivme 2 .0 Aorbal, La anfiamacidn e induraciin de esta
rama Pud €% Aud@ntod v era wdy evidente a partir de la segunda
LA SeCEeTLOM 120743 mANTEniA, Sin empargs, su aspect:o
zawLBA, %4 Apreriaba algo was Jdensa. A la
A LA c*};awe‘n'uj impruaada de la ovela LN no se detects
URTRELEE AL Gund @urante la axperilensia.

crmooal
arinaled B

WA ERLTA alterad 17 emgantrada an la necropsia
ie La peata LA, praw 4:ap, fug una ligera infarta-—
Th o des PAMERLY TARALLD? Lpuierds. Histciogicanente, en el
wpLAe SR epmervd und oderada activacicn del 2oriex, asi Como
Jamtes T4..4.33 plasmdtizazs en los Iordenhes nedulares. La
Afend SAWAFLR BOGTIANA uRA @3Iractura pracuicanente ncovmal,
A, RieN aparesian algunds neuvtrefilem en la luz alveciar ¥
seguebss grapse de sslulas plasmativag en 8l interslliiis.

o
53
B
%
&
-”F
: 2
U
3

W SRALNNes enoomtradis en las ovejas LB v N fueron
seBilages, povy Lo gua s¢ describen gn copjunte. Macroscoplica-
A0%8, LG8 gAngLids LinfAtloos wamarios iigquierdeos aparecian muy
.nfarrRdes com respests a Los dareshes (fig., IV.4Y) ¥y las
B dndigias doowelsdas estaban aumentadas de tamadc ¥ su consisten-
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sra ogra fib SATTE GE RDLACLALAT MULT LgiAm T r RO RuAT g
enzarsdlados ceal Test TantRILAD Wt Lo BEpess - verdias

Gl g4e e AL3l4 §. ALIBNE BuUDSP. ANABELRLLD

Higtelogicanante, ean Lo3 gangliss manarisa
a4 la3 mamas  ianduiadas g6 ohfervs  ula
Fxliodiar, asl Ccoma la presetola de numsra WiAW TLABRRATIOAT
¥ macyafagos de Suerpy  Tingiole en  Long cordones weduwldres
raparplasinog (Flgs. V.54 y IV.49) {@n la overa M aparesian
sagpien macrsfagos e cuerps wingible) . ¥ la glandula mamat.a
B APrECLAroN milhNipled RITTOARSTEsNs an al parergpilma manaris
soppuestos  por nautrofllss, macrofagos,  celulasm plamsatican,
Yinroblastos y algunsgd to9oa oram positivos (figs. IV o46 oy
IV.47) . Asimisne, fe opsarvarsn aoumuelo9 d2 newtrofilow en ia Lz
dg alyunng alvesleo? mameyios [fig. IV.4d4! y Tansagnos fibrs
an 8 LRterstiscin (fig. YV.el). Ta luz e randaes
BACLATCrAs 2@ encudntran ocluldas par prollferacionss e velids
Fibrogs, peavagsularszadas y parsialments
pp-reliales (frg. IV.4%). L epitaelin
presente. MUESLYS  Nunerssas  Capam 08 TRLLiAd BRITeLLales.
alrededny del epiTelid se okagrva ubd  reaclisn sfiamatarvia
seanlaa Eibrosa

R R P B
digerath  agpivasi

0D R R
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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 ¢

12§ Sorsoson



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

bt
s
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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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=
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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

i
A
%
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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.

B OIRAMLITN G LA mavoria
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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-

=z

A
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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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0% & 3.Ifn3 uneung y Fischezti, 158E) <Inc en, s,
‘Fmnriow oghoal., 1% sa han encontrado Ereteinmas
iz ?iui{.?ééf.‘.,'-‘i&‘ 4 .a parsd celular y espuestas gz}
SATETLIY | T, gagden interactuar oon el hospesadar,
AimiEmE. SR han destrs %5 grateinas Jde superficie en cepas i¢ g,
arglaize 29 mamivis kovinas gue tienen la caracidad de
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B

L5 aABERAAE

2ARATLTAR A4 L% Iwlulas epivel.ales de la mama y gue pueden ugar
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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 corders L. las
Zel corderc 4 npuestran en gensral uda aghividad mastier i
significativamente nayor fyante a . AuEens subdp. ADAREAELaA i
‘ng PMN del resto 4& ios corderes (figura M

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
DismA COMPAracion Eere considerande los PR de les Amima Las
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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.

154 Discusion



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.

Las ressltados de agte leg
MEUIAMLERIE nLore iae e los
ALLATIE MO #37 LUGRELINS, Ak mencs frente a  Las tacterias

€3TGd.adan,  puedts yue 3. AnEaus a3 signiflicativanente zas
TRLLBTANIS A lw ArIiun pacter.gida de los FMN de los adultog que
4 A us 1w i Ja lus tovenas. fste resultado &8 tante man
srogrardanta o.anty yue 108 estudios realizados an oLras espeninmg
JERC B img:sm,‘m.. e LA actividad zacter.7ida de log PMN ge
ANLWALGE COVATRS Srerte a 2- Rargdd es menss eflraz Tue la

i v, Ba- o «EF7E€r Inigroul B3 AL., L5ES;

B% B WBES; acidenluen vy e explizac.

T.gnraryancia, camo ona suder im0 Hus F e, nedria

SEOLLE ALtttz Rames

2.a8 an '.:'.

ruda rE =g [T Tie ITELiTue
sulsrartgs wesanianog ] ¢ oan S

Em gyec.pg versr ar TABRIAL ESIMLienS. gue §5 Dien 5. 2Lureus
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

3.f BB, Lis PRH 48 [sg
HBIEE A LA RACLEYIA pue |
TEREAID 1A fagecitig.s ¥
eB3%udi 8%y por aaparade. a
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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

(ﬁ&i

whann da

QUE L LUA LT

g priveinas g ularas pu

BalLuEdoe gm0

iTs coit
A GTEEACRLILAY Lo ovakrn oon 1:: PMN de los corders
2 ]

ALTer.an esiudiadag coinciden plenamente ozn
axzgromgrtyl mostrada por esTis
daifaR SCDEP. ZRARTIRAN EEL N ]

=% 83 MRS rezistente A La fun de s

lomgneny

A @nfsgreadadl dg log a:sces:s, mientras
~I¥ENs YveTuente para lus corderos, pues
nARAG A erta hastgria oo
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A _ea ie
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FTAARILLTeE gxpesumentales realizacdas ozon

TERL LY

i R B L Fef ze digruten en el siguient
LR K T k ~RE oRTAniics en 109 estudisg de La
Tapmoan de Log

HE L rag i3 enfermedad e Lzt
Jue 12s aninales
138%: Za la Fuen:
a4 alk.. ﬁa“!a:‘ Les rmuamﬂm de los axpermentcs in vitro de
217 Tuntilicarian, al mencs an parse, esta chservacier,
FUBELT gue lvs WM de low evires adultos fagocitan con mucn
mErer #fi2a0ia Al sgerte causs)] de la enfarmedad que los PMN de
“x'"' Fordersa, sioblen en la supervivencia intracelular de la

EAUTET LA mo Ae Rallaven &ifer nrias sigrnaficativas entre los PMN

ERETRBLE R LR

Tha

CAvaren | larra,

5 g
82 Simsamioe



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

163 FroEgoe



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
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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.

174 | 3 I






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
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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
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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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