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Resultados.

1.0 Caracterizaciéon bioquimica y antibiograma de Ila cepa de
Staphylococcus aureus 76 IQM antes y después de la inoculacién.

Para la caracterizacién de las cepas, se realizé una resiembra de las cepas de
referencia y de los aislados clinicos, en diferentes medios como se menciona en el
tema de manejo de los inéculos. De los aislados clinicos originales (13) se perdié
la cepa 71 AP.

Con el proposito de confirmar la identidad de la cepa bacteriana infectante en las
ratas infectadas antes de la inoculacion y al término del experimento, la cepa de
S. aureus 76 1QM fue caracterizada empleando el sistema MicroScan® vy
duplicando la prueba del manitol en un sistema de cultivo aparte con sal y manitol
(Figura 10). Asi determinamos que la cepa recuperada al término del experimento
en las tibias infectadas fue la misma que se inocul6. Cepa 76 1QM, biotipo No.
317177, manitol positiva, coagulasa positiva, nitratos positiva, indoxil fosfatasa
positiva, arginina positiva, glicosidasa positiva, urea positiva Voges Proskauer
positiva, optocina positiva.

Los cultivos obtenidos a partir de los abscesos encontrados en otros 6érganos tales
como pulmén, higado y cavidad abdominal, fueron positivos a la bacteria
inoculada.

En un animal que presenté edematizacién severa y persistente del miembro

infectado se encontr6 ademas una asociacién bacteriana con Proteus sp. Los
cultivos obtenidos a partir de la médula 6sea de otros huesos fueron negativos.
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Figura 10. Caracterizacion bioquimica y antibiograma en el sistema
automatizado MicroScan® de la cepa de Staphylococcus aureus 76I1QM antes
y después de su inoculacion. A) Panel completo del sistema MicroScan®. Las 3
hileras superiores corresponden a las pruebas bioquimicas y en las 5 hileras
inferiores se observa el crecimiento bacteriano a diferentes concentraciones de
diversos antibiéticos B) amplificacion de las pruebas bioquimicas que incluyen:
manitol+; coagulasa +; nitratos+; indoxil fosfatasa +; Voges Proskauer +; optocina +:
fosfatasa +; arginina +; glucosidasa + y urea +. C) La prueba del manitol también se
muestra en una caja de cultivo de sal y manitol.
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2.0 Actividades proteoliticas de cepas de S. aureus de aislados de
pacientes con OC en placas de agar al 1.5% en D-BHI.

Cuando se colocaron los inéculos, se depositaron los 4L del inéculo ajustado, en
los pequefios pozos realizados sobre el medio con capilares estériles, sin embargo
se mostro especial cuidado al colocar el inoculo de ésta manera, ya que existe el
riesgo de salpicar con la pipeta y contaminar las areas de las otras cepas, como
se muestra en la figura 12 A.

Las 12 cepas de S. aureus mostraron actividad caseinolitica, 9 mostraron actividad
gelatinolitica, 3 presentaron actividad colagenolitica (tipo | y tipo Il), 3 cepas
mostraron Lnicamente actividad caseinolitica y gelatinolitica y 3 presentaron
actividad caseinolitica, gelatinolitica y colagenolitica. Estos resultados se resumen
en la Tabla 3.

=

Figura 11. Aislados clinicos de S. aureus en caja de Petri de agar con leche
como sustrato de las proteinasas. Los numeros identifican a las 12 cepas y en
orden son: 1. 17CPJ, 2. 54SL, 3. 68FFC, 4. 69GGT, 5. 761QM, 6. 88VTM, 7.
89RTC, 8. 92HM, 9. 93EMC, 10. 101 AOC, 11. 105IMO, 12. 107FMR.A) protedlisis
positiva en 3 cepas en sustrato de leche. B) Caja con 12 aislados clinicos, control
positivo con T, tripsina y C, colagenasa.
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Figura 12. Cepas de referencia y aislados clinicos sobre medios de cultivo
con colagena tipo Il. A) Primeros cultivos de prueba, en donde se observa
contaminacién de las cepas. B) Crecimiento de aislados clinicos y cepas de
referencia de S. aureus sobre medio de colagena tipo Il cepas positivas (flecha),
para hacer evidentes los halos proteoliticos sobre colagena, se retiraron las
colonias bacterianas con el asa bacteriolégica y se realizé una tincién con azul de
coomasie. El circulo senala el control positivo con colagenasa.

Tabla 3. Actividad de las proteinasas de los cultivos de Staphylococcus aureus.

Cepa Leche | Gelatina | Colagena tipo | (0.1%)* | Colagena tipo Il (0.1%)*
(1%) (1%)

17CPJ | +++(2)| 10 mm - -

54SL | +++ (1) - - -

68 FFC | +++ (1) - - -

69 GGT |+++(2) | 10 mm - -

76I1QM | +++(2) | 13 mm 10 mm 10 mm

88 VTM | +++ (1) | 10 mm - -

89RTC |[+++(1)| 10mm - -

92HM | +++ (1) | 10 mm - -

93EMC | +++(2)| 8mm - -

101 AOC [ +++ (1) - - -

106 IMO | +++ (2) | 19 mm 13 mm 15 mm

107 FMR | +++ (2) | 12 mm 10 mm 7 mm

* diametro del halo de protedlisis; +++ actividad proteolitica; (1) halo de protedlisis de precipitado
opaco, (2) halo de protedlisis transparente seguido de halo tipo 1.

Los halos de proteoélisis observados alrededor de las colonias, no mostraron
caracteristicas uniformes; en algunos aislados el halo se observaba muy claro y
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rodeando perfectamente a la colonia, como se muestra en la figura----  .En otros
casos, se mostré el area proteolitica, después de un area opaca semejante al
medio.

En las colonias que crecieron en el sustrato de leche se observé que alrededor de
las mismas se observaron dos tipos de respuesta; halo tipo 1, que corresponde a
un halo de protedlisis de precipitado opaco, un tipo 2 observado como un halo de
protedlisis transparente seguido de un halo tipo 1 como se observa en la figura 11.
Algunas cajas para poder observar con claridad las areas de protedlisis, se
retiraron las colonias bacterianas por medio de una asa bacterioldgica,
posteriormente se tifieron en 5ml de azul de Coomasie durante 1 hora, teniendo
cuidado de levantar el medio y que el colorante tifia por todos lados,
posteriormente con cuidado empleando soluciéon para destefir geles (metanol
40%, acido acético 10% y agua al 50%). Figura 12B.

3.0 Determinacion de la actividad de la fosfatasa acida con pNPP a pH de
6.1y 5.0 efecto de la heparina, fluoruro y tartrato.

Los sobrenadantes de los cultivos de S. aureus presentaron tres niveles de
actividad de fosfatasa acida en presencia de pNPP, a pH de 5.0 y 6.1 como se
observa en la Tabla 2.
a) Los aislados que presentan < 1.0 U/ mg ( 92, 93,105)
b) Los aislados que presentan de 1.0 a 2.0 U / mg (17, 54, 68, 88, 89,
101,107)
c) Aquellos que presentan > 3.0 U/ mg (69, 76).

La actividad de la fosfatasa acida fue resistente al tartrato de sodio un inhibidor
especifico de la isomorfa 5a. Como se muestra en la figura 13; 8 (67%) cepas
mantuvieron su actividad enzimatica de fosfatasa acida y 4 (33%), la cepa 76 IQM
mantuvo su actividad en un 76%; asi como el control positivo. En la figura 14, se
observa que en presencia de la heparina un inhibidor especifico de la isomorfa 5a,
12 (100%) cepas mantienen su actividad enzimatica; 7 de ellas (68.3%) conservan
en presencia de heparina el 100% de su actividad enzimatica, mientras que 5 se
inhiben parcialmente. El sobrenadante de la cepa 761QM muestra una inhibicién
en su actividad de 14% (figura 14). Mientras que su inhibicion con el fluoruro de
sodio inhibidor especifico de la forma 5b fue parcial (figura 15), 4 (33%) de los
sobrenadantes mostraron una inhibicion en su actividad enzimatica en presencia
de fluoruro similar a la TRAP 5b, tipo osteoclastica. En la cepa 76/QM se observa
una inhibicién de 74% y 26% de resistencia.

En la tabla 4, se muestran los resultados de la actividad enzimatica medida a
diferentes pH, en ella se observa que casi todos los aislados clinicos se comportan
igual; a excepcién de las cepas 101, en donde se observa que la actividad de
fosfatasa acida total se incrementa notablemente de 2.6 U/mg de proteina a 18.18
U/mg de proteina al incrementar el pH de 5.0 a 6.1. y el caso de la cepa 89, que
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se incrementd la actividad enzimatica al incrementar el pH y adicionando tartrato
de sodio, tal como la fosfatasa acida 5b, resistente al tartrato.

FOSFATASA ACIDA FOSFATASA ACIDA CON
TOTAL TARTRATO
U/mg de proteina U/mg de proteina

CEPA pH 5.0 pH 6.1 pH 5.0 pH 6.1
17 0.82 0.78 0.89 0.92
54 1.15 1.33 1.42 1.38
68 1.02 1.03 1.11 1.18
69 10.60 9.58 9.40 11.25
76 4.01 6.65 4.95 4.90
88 11.58 13.56 14.27 13.17
89 16.86 10.85 14.55 18.45
92 4.07 0.91 0.47 4.02
93 2.49 3.89 1.86 3.30
101 2.65 18.18 9.87 10.72
105 0.57 0.91 0.64 0.70
107 4.25 3.07 3.36 2.92
FDA 0.45 0.65 0.65 0.83
DB 5.31 8.94 7.55 6.55
ATCC 1.71 1.30 2.37 1.84
PHILLIPS 0.26 0.27 0.23 0.42
NEWMAN 0.83 0.82 1.36 1.03

PRECIPAT —

Tabla 4. Actividad de fosfatasa acida total y resistente al tartrato de sodio en
los aislados clinicos y cepas de referencia, a pH de 5.0 y 6.1.
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Figura 13. Actividad de fosfatasa acida + tartrato (50mM). En la grafica se
observa que la actividad enzimatica de fosfatasa acida de la cepa 76 IQM, en
presencia de tartrato se mantiene en un 76%, semejante a este comportamiento
se encuentra la cepa 68 FFC y el control, esto es semejante a la fosfatasa acida
5b de origen osteoclastico.
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Figura 14. Actividad de fosfatasa acida + tartrato + heparina (20U). En
presencia de heparina, se observa que todos los sobrenadantes de los aislados
clinicos mantienen su actividad enzimatica, la cepa 76 IQM muestra una inhibicién
en su actividad de 14%.
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Figura 15. Actividad de fosfatasa acida + tartrato + fluoruro de sodio (50mM).
Los niveles de actividad de fosfatasa acida en los sobrenadantes de los aislados
clinicos mostraron una inhibicién parcial en presencia de fluoruro, es decir no
todos mostraron resistencia; en la cepa 76 IQM se observa una inhibicién de 74%
y 26% de resistencia, tal como la fosfatasa acida 5b de origen osteoclastico.
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Tabla 5. Efecto de los inhibidores sobre la actividad especifica de la
fosfatasa acida (U/mg) medida con pNPP a un pH de 6.1 en los concentrados
proteinicos de los sobrenadantes de los cultivos bacterianos de S. aureus.

° 8 o 3 c 3 -
3 85855258 |38 |82 |%2|3e_ |58
o Zo|EBE || 8 e |22 | B8 |55 |28 | 52
© c*|fyw |y |25 |E83|8 |E |£sE|8 | E

< ¥ |g |ET |82 \x |- f2o | | €
17CPJ  [131]081 |62 |38 |156 |100 |-— 077 | 59 |41
54 SL 130|145 |100 | -~ |3.34 |100 | —- 096 | 74 |26
68 FFC  [130[100 |77 |23 |215 |100 |-— 093 | 72 |28
69GGT |645|554 | 86 | 14 |7.75 |100 | —- 4.31 67 | 33
761QM  [6.11]462 | 76 | 24 |5.23 86 | 14 |157 | 26 |74
88VTM [186|158 | 85 | 15 |2.68 |100 | --— 3.42 | 100 -
89RTC [292[131 |45 |55 |1.93 | 66 | 34 [1.14 | 40 |60
92 HM 099|044 | 45 | 55 |0.53 54 | 46 |0.55 | 56 |44
93EMC [0.72]033 | 46 | 54 |0.81 |100 | —— 032 | 45 |55
101 AOC [128[1.10 | 86 | 14 |1.87 |100 | — 1.21 95 | 5
105IMO | 0.76 [052 | 69 | 31 |0.75 99 | 1 |052 | 69 |31
[107 FMR [2.99 (144 | 49 | 51 |243 | 82 | 18 [1.22 | 41 |59

4.0 Método de inoculacion bacteriana.

41 Ensayos para la__estandarizacion del método de inoculacién
bacteriana.

Pruebas con sulfato de bario (Ba Sos)

Se realizaron diferentes ensayos para estandarizar el método quirdrgico de
inoculacion, ya que es muy importante evitar la fuga del inéculo bacteriano. Estos
estudios se realizaron teniendo como objetivo determinar el volumen a inocular, la
localizacién y distribucién del mismo. Para esto se empleo sulfato de bario (BaSos)
al 60%, un medio de contraste positivo no iodado. La técnica quirurgica ernpleada
fue la antes descrita en el area de la metafisis de la tibia. Figura 16

5.0 Inoculacién del Staphylococcus aureus 761QM.

Se realizé la inoculacién dentro de la médula ésea de la tibia izquierda una mezcla
de volumen/volumen de 20uL totales, 10 puL de agar —agar al 0.9% y 36 x
10°UFC/10 pL del inoculo original. Este procedimiento se realizd con sumo
cuidado y lentamente para evitar la contaminacion de los tejidos blandos, durante
esto no se observo fuga del indculo,
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A) | B)

Figura 16. Estudios radiograficos que muestran la posicion del sulfato de
bario con respecto al canal medular de las tibias de rata. A) Estudio ventral-
dorsal de pelvis de rata, para observar ambas tibias al mismo tiempo; en donde se
observa que la flecha continua muestra la tibia derecha con el medio de contraste
en posicion correcta y la flecha punteada indica una inadecuada colocacion del
medio, B) estudio latero-lateral izquierda-derecha de pelvis de rata, en donde se
aprecia en la flecha punteada la tibia izquierda con el medio de contraste en
posicion incorrecta, y con la flecha continua a la tibia derecha con el medio en
posicion correcta.

6.0 Hallazgos clinicos ante la infeccion.

Después de la cirugia las ratas fueron confinadas en jaulas individuales. Los
animales dejaron de comer, tomar agua las primeras 24 horas. El peso corporal
que mostraron al inicio del experimento, no lo recuperaron después de 4 semanas
momento en que fueron sacrificadas. (Tabla 6)

Las primeras 72 horas después de la inoculacion los animales se observan
deprimidos. EI miembro inoculado se aprecia severamente inflamado, edematoso,
y se palpa caliente durante los primeros dias. Todos los animales muestran una
claudicacion grado 1V, es decir no apoyan ni en estatica ni en dinamica, ésta
claudicacioén persiste durante 2 semanas, también se aprecia dolor a la extension
de la articulacién de la rodilla y a la palpacion de la tibia izquierda. El registro de la
temperatura no mostré cambios durante las primeras 72 horas. (Tabla 6)

Todas presentan dehiscencia de la herida quirurgica con formacion de abscesos
en la zona de inoculacién los que drenan un exudado caseoso de color
amarillento; éstos abscesos también se desarrollan en la zona de aplicacion del
anestésico y nunca se resolvieron (Figura 17). Los abscesos comunicaban con el
hueso.
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A)

Figura 17. Caracteristicas macroscopicas de los miembros inoculados. A)
absceso en la zona de inoculacion y en el area de aplicacion del anestésico. B)
Fistula en el area de inoculacion.

Después de la primera semana de inoculacién los animales se observan
aparentemente activos, toman agua y comen normalmente, sin embargo fue
posible observar la pérdida de peso corporal a las dos y 4 semanas de inoculadas

(Tabla 6).

B)

Un animal mostré marcada depresion, anorexia, deshidratacion y pérdida de peso
y muere a los 8 dias de ser inoculada.

Tabla 6. Registro de peso corporal y temperatura de los animales inoculados.

Temperatura °C
... Peso alas 2 Peso alas 4 rectal
rata Peso inicial semanas semanas 12y 24 horas

de inoculadas
1 561.0 g 530.0 g 550.0 g 38.0 -——- 37.0
2 621.5¢g 4000g | meemmeeee- 39.0 ----- 38.0
3 600.0 g 554.0¢g 580.0 g 37.4 —--- 38.3
4 600.5 g 510.0 g 570.0 g 37.6 —-37.5
5 610.0g 580.0g 600.0g 37.4 —--- 37.0
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7.0 Analisis radiologico.

Las figuras A y B de los estudios radiograficos que aqui se muestran
corresponden a las tibias izquierdas el dia de la inoculacion. En ellas se aprecia la
integridad de su arquitectura ésea. Estas imagenes contrastan con los estudios
radiograficos de las tibias infectadas. A los 15 de la inoculacién de 36x10°UFC de
la cepa de S. aureus 761QM todas las tibias mostraron signos de infeccion; fueron
evidentes areas de lisis 6sea, sobre todo en el area de inoculacion, otro signo
claramente evidente fue la elevacién con formacion de hueso reactivo de origen
periosteal a todo lo largo de las tibias infectadas, ésta respuesta del periostio se
observo irregular o desordenada, areas de enrarecimiento o alteraciones en el
patrén radiografico medular con zonas de osteolisis y osteoesclerosis, lo que
sugiere una reacciéon del endosito con formacién de hueso endosteal y formacién
de abscesos intramedulares, ademas de la distorsion de la arquitectura ésea
normal.

Las radiografias de las tibias infectadas obtenidas 30-35 dias después de la
inoculacién bacteriana mostraron las marcadas alteraciones que se caracterizaron
por progresiva destruccién ésea y formacién de nuevo hueso (Figura 19,21,23),
éste proceso de formacién que también es evidente en los estudios previos. En los
estudios a los 30-35 dias se observa que el nuevo hueso se encuentra en fase de
remodelacion y se aprecia una mayor amplitud ésea, este engrosamiento
periosteal fue pronunciado, incorporando la corteza original. El periostio se
mantuvo bien organizado, involucrando en algunos animales la mayoria de la
longitud de la tibia (18C y D, 20C y D, 22C y D). Se observa también la formacién
de secuestros (Figura 19A, 21A, 23E, 24C). En otros animales las lesiones fueron
principalmente liticas (Figura 24C y D), y la densidad 6sea se aprecia disminuida
(Figura 20D, 23E y F). El aumento de tamafo de los tejidos blandos adyacentes a
la region inoculada, correspondiente a la presencia de abscesos.
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Figura 18. Estudio radiografico de la tibia izquierda de la rata
R#1/Sa 761QM-1, 17 dias posinoculacion; Fecha de inoculacién:
23 de Febrero del 2004. A y B) Proyecciones Cr-Cd y M-L de la tibia
izquierda el dia de la inoculacion. C) Fecha del estudio: 9 de marzo
2004.Proyeccién Cr-Cd. La imagen sugiere un proceso inflamatorio
activo que estimula al periostio a la formacién de hueso nuevo (hueso
reactivo). Se aprecia una reaccion periéstica irregular y abundante a
todo lo largo del hueso (flecha continua); al parecer hay
adelgazamiento de las cortezas en la regién R2 (flecha bloque); se
observa una zona de mayor densidad en la region medular que
sugiere la formacién de hueso endosteal (osteoesclerosis) (circulo);
en R3 hay una regién radiolicida que sugiere ostedlisis y la
presencia de un absceso intramedular (flecha interrumpida). D)
Proyeccién M-L. Hay una reaccion periéstica en toda la longitud del
hueso (flecha); en R1 y R2 son evidentes zonas de |lisis
observandose como areas radioltucidas (circulo); no se observa cresta
tibial (*), se aprecia un pequefio fragmento 6seo (**) derivado
posiblemente a remanente de la ostedlisis de ésta zona.
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Figura 18. Estudio radiografico de la tibia izquierda de la rata
R#1/Sa 761QM-1, 17 dias posinoculaciéon; Fecha de inoculacién:
23 de Febrero del 2004.
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Figura 19. Estudio radiografico de la tibia infectada de la rata
R#1/Sa 761QM-1, 35 dias posinoculacién 30 de marzo 2004. A)
Proyeccién Cr-Cd. Comparada con la imagen a los 15 dias
posinoculaciéon, ésta luce mas nitida sugiriendo un proceso de
remodelacion oOsea activa del nuevo hueso. Este resulta en un
ensanchamiento de la diafisis. El nuevo hueso reactivo periosteal,
una capa gruesa de hueso (involucro) (flecha blanca) secuestra a la
corteza diafisiaria original (flecha punteada), evidente en R3
(circulo). B) Estudio M-L. La neoformacién ésea (flecha blanca) sobre
la diafisis original produce un ensanchamiento de la tibia. La
osteoesclerosis es evidente en la zona de la cresta tibial (circulo). La
imagen sugiere un absceso en la regién de inoculacion (flecha en
bloque).
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Rata # 3/Sa 761QM-1.

Figura 20. Estudio radiografico la tibia de la rata #
3/Sa 761QM-1 a los 15 dias posinfeccion. A y B)
Proyecciones Cr-Cd y M-L de la tibia izquierda el dia
de la inoculacién. C) Proyeccién Cr-Cd. Se senala
reaccién peridstica, con formacién de hueso nuevo a lo
largo de la tibia, se aprecian diferentes areas
radiollucidas, compatibles con lisis dsea y pequenos
abscesos intramedulares (flechas curvas); hay un
absceso en el tejido blando adyacente a la regién de la
rodilla (flecha en bloque). D) Estudio M-L. Se aprecia
reaccion peridstica con formacién de hueso nuevo a lo
largo de la tibia; quedando la diafisis original dentro del
hueso de nueva formacion (flecha); sobre la regiédn de
la cresta tibial se sefala un area amplia de resorcion
6sea y un fragmento de hueso sobre el area inoculada
(circulo).
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Figura 20. Estudio radiografico la tibia de la rata #
3/Sa 761QM-1 a los 15 dias posinfeccion.
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Figura 21. Estudio radiografico de la tibia infectada de la rata #
3/Sa 76 IQM-1 a los 35 dias de la inoculaciéon. A) Proyeccién Cr-Cd.
En comparacién con el estudio a los 15 dias (ver Fig....), la imagen
aparece mas nitida por remodelacion ésea de nuevo hueso (flecha
curva);, un segmento de la diafisis original aparece como secuestro
(circulo), rodeada de un area radiolicida y de hueso nuevo. B)
Imagen M-L. Se aprecia un area de resorcién 6sea sobre la cresta
tibial (flecha), asi como un absceso en el tejido blando de la regi6n
de la rodilla (flecha en bloque).

I=1

52



Rata # 4/Sa 761QM-1.

Figura 22. Estudio radiografico de la tibia infectada
de la rata # 4/Sa 761QM-1, 15 dias posinoculacién. A
y B) Proyecciones Cr-Cd y M-L de la tibia izquierda el
dia de la inoculaciéon 11 de marzo 2004. C) Proyeccion
Cr-Cd. Se aprecia una reaccion peridostica a todo lo
largo del hueso infectado (flecha en bloque); hay areas
de lisis Osea (flecha blanca) \ areas de
adelgazamiento de la cortical diafisiaria (R2) (elipse);
D) Proyeccion M-L. Se observa lisis 6sea sobre la
-region de la metafisis anterior (flecha); hay areas
rediolucidas en R2 (elipse). Se aprecia una zona de
osteoesclerosis (flecha en bloque). * El diametro de la
tibia esta aumentado.
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Figura 22. Estudio radiografico de la tibia infectada
de la rata # 4/Sa 761QM-1, 15 dias posinoculacion.
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Figura 23. Estudio radiografico de la tibia infectada
de la Rata # 4/Sa 761QM-1, 35 dias posinoculacidon
30 de marzo del 2004. E y F) Proyecciones ML. La
tibia infectada presenta una densidad dsea disminuida.
La formacidn de nuevo hueso periosteal cubre en la
totalidad a la corteza original. En ambas proyecciones
se aprecia un area de secuestro (elipse). Se observa
un incremento en el espacio articular, con deformidad
de los codndilos femorales y el espacio intraarticular se
observa de mayor densidad, lo que sugiere una
efusidn articular, por un posible absceso, todo indica
una artritis séptica (flecha).
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Rata # 5/ Sa 761QM-1.

Figura 24. Estudio radiografico de la tibia infectada
de la rata # 5/Sa 76lQM-1 a los 15 dias de al
inoculacién. A y B) Proyecciones Cr-Cd y M-L de la
tibia izquierda el dia de la inoculacién. C) Proyeccidén
M-L. Predominan areas de lisis en R1 y R2 (flecha); se
aprecia un secuestro (flecha en bloque). C) Proyeccion
Cr-Cd. Areas de lisis en R1 y R2 (flechas); se aprecia .
un secuestro (flecha en bloque). D) hay un absceso en
el tejido blando adyacente a la region de la rodilla (%),
marcada destruccién de las areas R1 y R2, secuestro
(flecha en bloque) y reaccién periosteal a lo largo de la
superficie cortical.
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Figura 24. Estudio radiografico de la tibia infectada
de la rata # 5/Sa 761QM-1 a los 15 dias de al
inoculacion.
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8.0 Analisis microbiolégico

Los cultivos obtenidos a partir de la médula 6sea de las tibias inoculadas
permitieron recuperar la cepa de S. aureus. Fueron Gram positivas. Los cultivos
obtenidos de los abscesos encontrados en otros érganos tales como pulmones,
higado y cavidad abdominal, fueron positivos a la bacteria inoculada. El
crecimiento bacteriano en las cajas con medios de cultivo selectivos mostr6 la
morfologia caracteristica de S. aureus, que corresponde a colonias lisas, brillantes
de color amarillento, mostraron capacidad 3 hemolitica en un medio de agar
sangre (Figura 25A y B) y fueron manitol positivo como se muestra en la figura
26E.

La bacteria recuperada mostré el mismo biotipo y el perfil de susceptibilidad a
antibioticos semejante al del inéculo bacteriano usado para producir la infeccion.
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Figura 25. Crecimiento de la cepa de S. aureus sobre un medio de agar
sangre. A) hemolisis tipo 3, a partir de la médula ésea y tejidos blandos adyacentes
a la rodilla izquierda de una rata que muere de sepsis a los 8 dias. B) Crecimiento
S. aureus en agar sangre de muestras de higado y abdomen de la rata que muere
de sepsis a los 8 dias.
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Figura 26. Morfologia de las colonias de la cepa de S. aureus recuperada de
diferentes tejidos de las ratas infectadas. A) Hemalisis tipo B sobre un medio de
agar sangre. B) Crecimiento pobre sobre medio EMB. C) Colonias de S. aureus en
un medio de sal y manitol, manitol positiva.
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9.0 Patologia macroscoépica

A los 7 dias de infectadas muere 1 rata, se realiza la necropsia, encontrandose o
siguiente; condicion general caquexia, deshidratacién, secrecion sanguinolenta en
ambos ojos, abscesos en cavidad abdominal, parénquima pulmonar y en la zona
de inoculacién y aplicacion del anestésico. No se observaron cambios a nivel
0seo. A los 15 dias muere un segundo animal y la necropsia revelé abscesos en
paréngquima pulmonar. En ambos animales se encuentra evidencia de infeccion
metastasica, sin embargo en el primero las lesiones son mayores concluyéndose
que el animal murié de sepsis.

Los animales se sacrificaron a los 35 dias pos infeccién mostrando evidencia clara
de osteomielitis cronica. Las lesiones macroscépicas de los miembros infectados
fueron: abscesos en la region inoculada, los que drenan exudado purulento de
consistencia caseosa de color amarillento, eritema, en hueso severa destruccion
de hueso, areas hemorragicas, engrosamiento 6seo con respecto al control normal
(Figura 27).

A) - B, C)

Figura 27. Caracteristicas patolégicas macroscépicas de las tibias
infectadas. A) Hueso de rata con 15 dias de infeccién se observa hemorragico,
con exudado que drena desde el canal medular, de superficie rugosa. B) hueso
normal a la derecha, e infectado a la izquierda, se observa de mayor tamario. C)
lzquierda tibia infectada drenando exudado y una gran area de lisis en la zona de
inoculacion, del lado derecho la tibia control.
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10.0 Hallazgos histopatolégicos.

El analisis histopatolégico de los huesos infectados reveld los siguientes datos:
abscesos en la cavidad medular, que se contindan hacia la metafisis proximal,
mismos que invaden el area de la fisis o placa de crecimiento (figuras 28B),
sustitucién de elementos celulares hematopoyéticos por tejido fibroso y exudado
purulento (figuras 28B, 29E, 30B), una gran infiltracion de células inflamatorias,
desde polimorfonucleares (29A y C, 30 C). Una abundante reaccion fibroplasica
(fibrosis) adyacente a los abscesos (figuras 28B, 29 A, 30A y E, 31B) abundante
tejido de granulacion (figura 30 Ay C), espiculas de tejido 6seo necréticas ( 29 C,
30B y C, 31D), esto se determina por la ausencia de osteocitos en sus lagunas
(29C, 30B y C)). Se observan areas de resorcion (figura 30B y C), también es
posible observar hueso de nueva formacion (figura 28B, 30A y E, 31C). También
es posible observar fragmentos irregulares de hueso necrético rodeado de tejido
fibroso o nuevo hueso, lo que corresponde a un involucro (30C) éstos fragmentos
0seos se aprecian rodeados de células inflamatorias (29C y 30C).
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Figura 28. Microfotografias de cortes histolégicos de tibia de rata normal e
infectada. Las tibias fueron fijadas en formol al 10%, descalcificadas en acido
nitrico al 16%, y cortes longitudinales fueron embebidos en parafina. Se obtuvieron
cortes de 4 u que se tifieron con hematoxilina / eosina. A) Corte de tibia proximal
de rata normal: 1) fisis; 2) metafisis, con espiculas de hueso de nueva formacion
(flecha); 3) elementos celulares de la médula ésea normal, 4) epifisis. B) Tibia de
rata infectada experimentalmente con S. aureus, con 35 dias de evolucién. Corte
de la regidén de la epifisis, fisis y metafisis proximal, 1) cavidad conteniendo
exudado, 2) fibrosis; 3) formacién de nuevo hueso periosteal, 4) elementos
celulares hematopoyéticos normales, adyacentes a la placa de crecimiento 5) el
absceso invade a la regiéon de la placa de crecimiento, 6) fragmento de hueso
cortical necroético. Tincién H/E. (Aumento 40x).
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Figura 29. Microfotografias de cortes histologicos de tibia de rata normal e
infectada. Las tibias fueron fijadas en formol a los 10%, descalcificadas en acido
nitrico al 15%, y cortes longitudinales fueron embebidos en parafina. Se obtuvieron
cortes de 4 y que se tiferon con hematoxilina / eosina. A) Se observan 3 areas de
un absceso; 1) area central del absceso, se observa mas clara de necrosis 2) area
media muestra una infiltracién de células inflamatorias, 3) regién de la periferia, en
donde se observa tejido fibroso, se caracteriza por células alargadas. (Aumento
100x). B) region central del absceso, en donde se observa ausencia de nucleos,
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corresponde a una necrosis licuefactiva. C) la flecha sefala espiculas de hueso
necrético (lagunas osteociticas vacias),®’ rodeadas de un infiltrado inflamatorio
(aumento 200x)
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Figura 30. Microfotografias de cortes histolégicos de tibia de rata normal e
infectada. Fijados en formol a los 10%, descalcificados en acido nitrico al 15%, y
cortes longitudinales fueron embebidos en parafina. Se obtuvieron cortes de 4 p
que se tifieron con hematoxilina / eosina. A) En 1 se muestra abundante tejido de
granulacion, la flecha indica capilares de neoformacion, en 2 se muestra tejido
fibroso y en 3 espiculas de hueso de nueva formacién y 4 exudado (Aumento
100x). B) 1) Hueso necrético en procesos de resorcion, en el que se observan las
lagunas vacias (flecha en blogue) se sefialan lagunas de resorcién osteoclastica y
con el numero 2 se sefala la presencia de tejido fibroso (magnificacion 200 x). C)
secuestro 6seo, adyacente infiltracion de células inflamatorias (flecha continua), la
flecha en bloque sefala la fibrosis y la congestion de vasos sanguineos (Aumento
100x). D) corte histolégico de diafisis de tibia de rata normal. La flecha en bloque
senala el hueso cortical, la flecha obscura sefiala el periostio y la estrella sefiala a
los elementos celulares de la médula 6sea (magnificacion 20x). E) diafisis de tibia
de rata con 35 dias de infeccion, la flecha en bloque sefala hueso cortical
necrético (secuestro), las areas A y B corresponden al exudado y la flecha
discontinua sefala el hueso de nueva formaciéon por reaccién periéstica o
involucro que rodea a el area de necrosis (magnificacion 20x). Tincién H/E.
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Figura 31. Microfotografias de cortes histolégicos de tibias de rata. A) region
de la diafisis de tibia de rata, la flecha indica elementos celulares de la médula
6sea normal, la flecha en bloque el hueso cortical (aumento 20x). B) imagen que
muestra la diafisis de la tibia de rata con 36 dias de infeccién, la flecha pequena
indica la presencia de exudado, la flecha en bloque tejido fibroso y en el circulo
espiculas de hueso de nueva formacién. Magnificacion 20x. C) Se observa hueso
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viable (flecha obscura), vasos sanguineos congestionados y abundante tejido
fibroso (flecha en bloque) (aumento 20x). D) Se observa una espicula de hueso
necrotico (flecha) dentro del exudado (aumento 100x).
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