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GENERALIDADES

1.~ Taxonomia.

Las Mycobateria pertenecen a la familia Mycobacteria--
ceae, orden Actinomycetales y clase Schizomycetes.

En la familia Mycobacteriaceae se reconocen 2 géneros:
Mycobacterium y Mycococcus, pero recientemente este Gltimo fue -
eliminado.

El género Mycobacterium est8 constituido por células en
forma de bastén que raramente se ramifican bajo las condiciones-
ordinarias de cultivo, est& caracterizado por una propiedad Gni-
ca de tinci6én, la &cido resistencia, la cual es exhibida indivi-
dualmente por las células.

Las células son procariotes y estén limitadas por una-
rigida pared. No tienen flagelos, ni pilis, cpsulas o esporas.

Pisiolégicamente los miembros del género son aerobios-
o microasrofilicos. La especie tipo es Mycobacterjum tuberculo-
gis cepa H 37Rv. Las diferentes especies son identificadas de -
acuerdo a sus caracteristicas coloniales, fisiolSgicas y propie-
dades bioguimicas. La estructura antigénica, la susceptibilidad
a bacteri6fagos, la sensibilidad a drogas y la patogenicidad en-
especies animales, constituyen propiedades adicionales y Gtiles-
en la identificacién.

Desde que los métodos numéricos de an8lisis taxonSmico




fueron introducidos en la Mycobacteriologia, el campo se ha exten
dido mucho. El an8lisis numérico taxonémico permite la selec- -

cién de las pruebas de laboratorio m&s Gtiles para discriminar

entre una especie y otra.

2.- Caracteristicas diferenciales del género Mycobacterium.

2.1.- Acido - Resistencia. Hist6ricamente la caracteristica - -

diagnf6stica de las Mycobacteria es la resistencia a los &cidos

pero esta propiedad no es siempre suficiente para distinguirla -
de cultivos o cepas de Nocardia y Corynebacteria. De acuerdo --
con Goodfellow (36) este car&cter depende de la edad del cultivo,
la composicién del medio y el tiempo en que se realizé el aisla-
miento.

Es conocido por ejemplo, que la &cido -~ resistencia se-
puede incrementar por desarrollo en un medio como el de Agar de-
Middlebrook 7H10 con 1% de glicerol. Fisher y Barksdale (36) de
mostraron que la &cido-resistencia del bacilo de la lepra podia-
ser removida por tratamiento de las células con piridina; sin em
bargo, las células identificadas inequivocamente como Mycobacte-
rium retienen la resistencia al &cido cuando frotis fijados se -
ponen en contacto por 4 horas con piridina a temperatura ambien-
te.

Todos los miembros del género Nocardia son susceptibles

al tratamiento con piridina, removiendo su &cido-resistencia.




2.2.- Composicién guimica de la pared celular. Generalmente la
capa glicopéptida estd formada por enlaces altemadoo& 1-4 de -
&cido N- acetilmurémico y N- acetilglucosamina. En las Mycobac~
teria, el &cido murSmico no se presenta como N- acetil, sino co-
mo un derivado N- glicolil; ademfs, en estos microorganismos el-
grupo amino en posicién 2, no esta sustituido por un grupo ace--
til ( - COCH,; ) sino por un grupo glicolil ( -COCH,O0H ).

La pared celular de las Mycobacteria contiene amino&ci
dos como: alanina, glutamato y &cido meso - diaminopimélico, y -~
1os monosacéridos arabinosa y gala;:to-l. El grupo carboxilico -
del D- glutamato y el grupo carboxilico del Scido meso- diamino-

pimélico no estén involucrados en el enlace peptidico.
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Pig. 1.~ Porcién de la estructura prtuiru de un enlace cruzado
de peptidoglucano. Gy Glucosamina, M; Acido murfmico, L-Ala; --
alanina, D- Glu; Acido glutémico, m-Dap: Acido meso - diamino pi
wélico.




2.3.- Composici6n de lipidos. Los &cidos mic6licos son largas-
cadenas de& hidroxi-acidos que tienen una ramificacién alquili-
ca en la porcién alfa, estos &cidos pueden tener o no radicales-
ceténicos, metoxi o carboxilico, anillos de ciclopropano con do-
bles enlaces y cadenas laterales metilicas.

Las cepas de M, tuberculosjs producen &cido metoximicé
lico, mientras que las cepas de M, smegmatis y M. phlej producen
caracteristicamente una variedad de &cidos micélicos con anillos
de ciclopropano insaturado y cadenas laterales metilicas.

Los &cidos mic6licos se han clagificado en funcién del
nGmero de &tomos de carbono. Los constituidos por esqueletos de
80 &tomos (presentes en todas las cepas del género Mycobacterium)
se designan como &cidos micllicos en el sentido estrictos los -~
ques presentan esqueletos de cerca de 50 &tomos, encontrados en -
el género Nocardia (&cidos nocardomic6licos), y los que contie--
nen 30 &tomos de carbono, los cuales parecen estar asociados con

ciertas cepas de Corynebacterium (&cidos corynomicédlicos).

2.4.- Produccién de pjigmentos. La mayoria de los pigmentos en-
contrados en las Mycobacteria son carotenoides o compusstos rela
cionados. la pigmentacién de las colonias constituye un carfc--
ter taxonémico Qtil ( Runyon 1959 ) (110).

Sin embargo, existe variabilidad'en la pigmentacién-

en algunas cepas. Los carotenoides se encuentran ampliamente -

distribuidos en 1a mayoria de las cepas sapréfitas de Mycobactg




rium, pero también se han aislado de M. tuberculosis y M. leprae.
No se puede afirmar que exista un compuesto carotenoide comGn a -
todas las cepas.

El caroteno es el componente mayor encontrado en M. kan-
gagii y M, marinums; el licopeno es el combonentg principal de M.-
lycopenogenes y el 4 - ceto caroteno es el pigmento m&s abundante-
de M, gmeqmatis.

La sintesis de carotenos puede ser estimulado por una -
exposicién corta de luz, en particular con M, kansasii y M, marj-
num, estos microorganismos son conocidos como fotocromfgenos. En
otro tipo de especies con exposicién a 1a luz o sin ella, hay pro
duccién de pigmento. A estas especies se les denomina escotocro-
mbgenas (M, phlei y M, smeqgmatis).

Algunas de las especies de Mycobacteria son clasifica--
das como no cromogénicas v.g.r. M, xenopi, M, avium, M, gagtri y-
M. terxae, pero es probable que contengan por lo menos trazas de-
carotenoides. CantidaAes diminutas de polienos coloreados se han
encontrado en mutantes aparentemente no pigmentadas v.g.r. M, kan
aagei var, album.

La produccién de carotenos se puede incrementar por me-
dio de la exposicién a la luz ultravioleta o uso de N-nitrosome--
til urea como agente mutagénico (esto ha sido observado en M, - -
ehlei) .

La funcién de los carotencides no esté aGn bien defini-
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da, pero representa una ventaja cuando el Mycobacterium se desa-
rrolla en el medio ambiente. Tsukamura (136) encontré que las -
cepas fuertemente pigmentadas como M. _kansasii (escotocromSgenas)
estin mis capacitadas para soportar los efectos de la luz ultra-

violeta, que las menos pigmentadas.

2.5.- Biosintesig de &cido nicotinico. En las investigaciones -
sobre la biosintesis de las vitaminas del complejo B en M, tuber
culosis y M, bovis, Pope y Smith (4) notificaron que la cantidad
de &cido nicotinico encontrado en filtrados libres de células --
era mucho més alta en M, tuberculosis y que, comparando poste- -
riormente con otras cepas de Mycobacteria, la cantidad total Qe-
&cido nicotinico producido indicaba que M., tuberculosis era el -
mayor productor. La acumulacién de niacina constituye una prue-
ba de dliagnfstico entre especies. Posteriormente esta prueba se
ha convertido en una de las m&s importantes usadas en Mycobacte-
riologia.
La niacina es un componente de las coenzimas NAD y -

NADP que juegan un papel vital en los mecanismos de Sxido-reduc
cién de todas las células vivas. EBEn el hombre y otros animales
es un taquorimionto de la dieta, en los demés organismos, incly

yendo bacterias, constituye un factor de crecimiento. En las -

Mycgbacteria, el NAD y NADP parecen ser sintetizados del &cido-

nicotinico o de un &cido quinolinico endbégeno.
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En este género el triptofano no es precursor de niaci-
na. E1 mecanismo de la produccién excesiva de &cido nicotinico por-

M. tuberculosis ha sido estudiado por Konno, Dudley y Willet (4).

De acuerdo con Konno (37), los extractos libres de célu
las de M. tuberculosis, son incapaces de convertir la niacina en-
el correspondiente mononucléotido, en contraste con extractos de-~
otras cepas de Mycobacteria (cepas de escotocrombgenos) . El exce
so de niacina acumulada se debe seguramente a un bloqueo, lo cual
da como resultado la incapacidad de utilizar el &cido nicotinico-
endbgeno. En la reacci6n 5 y 6 de la figura 2, en donde el ATP -

se encuentra limitado, es donde posiblemente, se efectGe el blo--

queo.
Compuesto de 3 Atomos de —&% 4&cido quinolinico
Carbono (PRPP

Pi
L - aspartato
o »> Mononuclebtido de
Niacina exb6gena PREP Pi &cido nicotinico

(5) ATP\) Pi

Niacina endbgena (6) Dinuclebétido de -
&cido nicotinico

Nicotinamida ATP e Pi + ADP

Dinuclebtico de-
nicotinamida.

NAD —=-2 NADP

Fig. 2.- Biosintesis de NAD y NADP en las Mycobacteria.



3.- Nutricién, nutrientes y su asimilacién.

3.1.- Fuentes de carbono. Long (22) revisé con detalle las fuen

tes de carbono y nitrbgeno que las Mycobacteria podian utilizar.-
La m&s importante fuente de carbono para el desarrollo satisfacto
rio para la mayoria de las Mycobacteria es el glicerol. Otras --
fuentes de carbono, tales como glucosa, fructuosa, acetato, piru-
vato, citrato o propanol, pueden ser utilizadas por algunas Myco-
bacteria pero no por todas.

También se ha reportado la utilizaciSn de sacarosa, suc
cionato. malato, malonato, fumarato y butanol, pero en muy pocas
especies. La capacidad de utilizacién d; estos sustratos tiene -
importancia tanto taxonémica como diagnéstica.

Tepper (22) observd que M. phlei, cuando desarrolla en-
un medio conteniendo glucosa como fuente de carbono, no muestra -
ninguna diferencia en relaci6n con la sintesis de DNA o de protel
nas, que cuando desarrolla en un medio que contenga glicerocl. Pe
ro se observa que cuando el glicerol es la fuente de carbono, - -
existe un incremento en la produccién de lipidos y materiales de-
regserva como glucédgeno y aumenta el pesoc seco de las células.

-

La utilizacifén de hidrocarburos y por especies de Myco-

bacteria (M, smegmatis, M. phlei, M, fortuitum, M, marjnum y M.-
tuberculosis) fueron estudiadas por Lukins y Foster (22). Todas-

estas especies pueden emplear alkanos de C;; & C;¢s todos, excep-

to M. tuberculosis que, puede utilizar alkanos abajo de Cq, So-




lamente M. smegmatis metaboliza hidrocarburos gaseosos, n- propa
no, n- butano, n- pentano, pero no todos desarrollan sobre hexa-
no, heptano u octano. M. marinum es posible que desarrolle so--
bre isopropil - benceno, n- butilbenceno y ter- butilbenceno.

Beam y Perry (22) encontraron que M. vaccae podia uti-
lizar, no solamente N- tetradecano, sino también n- dodecilciclo
hexano y n- heptadecilciclohexano, pero no pueden desarrollar so
bre ciclohexanc y otros hidrocarburos ciclicos alif&ticos.

Davis y Krassilnikov han descrito otras Mycobacteria-
como M, parafficum y M, ceroformans que utilizan hidrocarburos -
o emplean alkancs de cadena larga (c10 a c18) y etano a bajas --
concentraciones como el encontrado en ciertas tierras. Wayne --
(22) describib a M, parafficum como una especie del complejo de-
M, scrofulaceum pero Krassilnikov encontré que los &cidos mic6li
cos de M, laccolum var. aliphaticum contenian de 30 a 40 &tomos
de carbono y estos &cidos son semejantes a los aislados en el gé
nero Corynebacteria, lo que significa que este tipo de bacterias
no pertenecen al género Mycobacterium.

La utilizacién de diferentes fuentes de carbono por --
Mycobacteria no patfgenas, de las que existen en el medio ambien
te fuera de un huesped, han -Ldo poco estudiadas.

Lukins y Foster (22) encontraron que algunas cepas de-
M, smegmatis, M, marinum y M, fortuitum pueden existir como qui

miolitétrofos utilizando CO; e H, molecular como fuente de carbo
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no y energia; otro tipo de ion que también utilizan es el amo--
nio. Kazda (22) encontr6 que los pat6genos potenciales M. in--
tracellulare y M. avium es posible que sobrevivan, creciendo --

lentamente en aguas estancadas o charcos.

3.2.- Fuentes de nitr6geno. Pueden servir para el desarrollo-

varias fuentes de nitr6geno; algunas especies pueden utilizar =
nitrato o nitrato como Ginica fuente, y esto comGmmente es em- -
pleado como método de identificacidn.

La mayoria de las especies utiliza gales de amonio; -
sin embargo, la velocidad de desarrollo puede incrementarse uti
lizando amonifcidos o amidas como fuente de nitrégené. En par-
‘ticular, la asparagina, glutamato y aspartato son buenos estimu
ladores del desarrollo (Youmans y Youmans) (175): la asparagina
se prefiere ampliamente como fuente de nitrégeno y los &tomos -~
de nitrégeno del grupo amino y amido son incorporados a'lo. cong
tituyentes celulares, asi como los &tomos de carbono. 8in em--
bargo, existe una pequefia diferencia entre el desarrollo de --
M. tuberculosis sobre un medio que contiene asparagina o cloru-
ro de amonio, cada uno con 5 mM; la mejor fuente de nitrégenoc -
después de una serie de pruebas parece ser la alanina. La aspa
ragina es utilizada ineficientemente, y'de.aparece del medio de
cultivo rfpidamente cuando se utilizén bajas concentraciones --
(lo usual es usar 40 mM), los cultivos que contienen solamente-

asparagina muestran répidamente una deficiencia de nitrééeno. -
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Adem&s, estos cultivos tienen una fuente de nitrégeno org&nico -
insuficiente que no va de acuerdo al desarrollo. Winder y Rooney
(22) encontraron que la concentracién critica de nitrbgeno era -
de 15 a 35 mM, y que debajo de é&sta, el desarrocllo de M bovis -
BCG era muy limitado.

Los experimentos realizados hasta la fecha, s6lamente-
nos indican que la asparagina no puede actuar como una fuente de
nitr6geno adecuada. Tarnok (22) hizo una interesante observa- -
cién; la actividad de la asparaginasa era inhibida por la presen
cia de glicerol, pero no por la utilizacién de glutamato. Estos
resultados indican que la utilizaciédn ineficiente y la répida dg
saparicién de bajas concentraciones de asparagina se deben a un-
metabolismo inadecuado por parte de la enzima asparaginasa. Los
resultados de Tarnok, sin embargo, no explican porque la fase --
lag de M, tuberculogis se reduce de 14 a 10 dias cuando el gluta
mato se sustituye por asparagina en un medio que contienen glice
rol.

Bajo estas circunstancias, el glutamato es utilizado -
durante las fases iniciales de desarrollo, mientras que el glice
rol comienza a ser empleado cuando la velocidad de desarrollo esg
t& establecida. Bowles y Segal (22) mostraron que la glucosa --
cuando est8& presente con otras fuentes de carbono, es inhibito--
ria para el desarrollo, y que, cuando se afiade citrato, no ejer-

ce ninguna influencia sobre la utilizacién de otras fuentes car-
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bonadas. Tepper/(22) concluye que la mejor fuente de nitr6geno
para M., phlei es el glutamato. 1Iwainsky y Schrt (22) indican -~
que, en M. smeqmatis, alanina y { amino butirato son mejores-
como fuentes de nitr6geno que la asparagina o el glutamato,

Las amidas, incluyendo la urea, son utilizadas por al
gunas especies como fuente de nitrb6geno, y en algunos casos, la
acetamida como fuente de carbono. La capacidad para hidrolizar
clertas amidas, especialmente la urea, nicotinamida y pirazina-

mida, es frecuentemente usada como criterio taxonémico.

3.3.~- Elementos inorg&nicos. Los requerimientos de elementos
inorg&nicos mayores como son: potasio, fésforo {como P043- o -
PO32'), magnesio, azufre (como 8042'), para el m&ximo desarro--
1llo de las Mycobacteria, han sido conocidos desde hace tiempo.-
De los cuatro mencionados, sSlamente el potasio no ha sido inveg
tigado con mucho detalle.

La utilizacién de P32 (como 9043-) ha sido examinada-
en funci6n de su distribucién en constituyentes celulares, (pen
tosas, hexosas, nuclebtidos, NAD y NADP) e inclusive ha sido --
cuantificado. La utilizacién de f6sforo puede ser inhibida se-
veramente poxr el arsenato, la azida, los agentes antituberculo-
sos (la hidrazida del &cido isonicotinico, &cido p- aminénaliql
lico, estreptomicina, isoxil y etambutol), en general, tienen -

poco efecto, excepto a altas concentraciones.

La utilizaci6n de P32 para la sintesis de fosfolipi--
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dos, particularmente cardiolipina y fosfatidiletanol amina; ha-
sido bien estudiada. Spitznagel y Sharp (22) encontraron que -
un agotamiento en las concentraciones de magnesio causa una ra-
mificacién de las células, posiblemente por alteraciones en la-
sintesis de pared celular.

Los gr&nulos de polifosfato no se forman en cultivos-
con deficiencia de magnesio: sin embargo, se observan vacuolas-
de 1lipidos. La deficiencia de sulfato causa un cese en la sin-
tesis de DNA y proteinas, pero no afecta la produccibén de RNA;-
como consecuencia de esto las células no se dividen y tienden a
ser muy elongadas. Estas formas elongadas ge observan en M.
smegmatis por una deficiencia de hierro; esto también se ha ob-
servado en B coli.

Los requerimientos de elementos menores o trazas de -
elementos por las Mycobacteria, son probablemente idénticos a -
los requeridos por otras bacterias, pero no todas ellas requie-
ren las mismas cantidades de un metal en particular. La canti-
dad que de estos elemgntos se tiene que afiadir al medio de cul-
tivo, depende de las impurezas que el mismo medio contenga como
contaminantes.

En trabajos recientes se recomienda la adicién de - -
10 #g/ml de hierro, pero esto es una cantidad empirica. Los re
querimientos de hierro para las Mycobacteria han sido estableci

dos por muchos trabajos: para M. phlei, la cantidad requerida -
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para un desarrollo satisfactorio es de 1‘p§/m1 (Turin, 1959) (22),

para M. smegmatis y M. bovis es de 2.0)y%/ml la adecuada (Winder

y Denneny) (22), para M. smegmatis concentraciones de 1.0 ﬁ4mﬁn1-
son requerimientos minimos para su desarrollo.

El zinc se requiere en concentraciones de 0.2 y 0.4 -~

pé/ml, el manganeso se necesita en cantidades muy pequefias, y al-

gunos autores prefieren no afiadirlo. Sin embargo, se ha visto -

2+/ml.

que para el desarrollo de M. smegmatis se requiere 2 ng Mn
Gonocharevskaya (22) encontré que 0.12 ;}’g/ml de Mn2- -

estimulan el crecimiento de M. bovis BCG y que sin la adicién de

este metal el % en peso seco de las células disminuye de un 20 a

2+ por especies de Mycobacteria --

S0%. Los requerimientos de Ca
fueron indicados por Edson y Hunter. Otras trazas de metales es
tudiados por sus caracteristicas de promover el desarrollo bacte

riano son; Al 3+, Ag+, 8033+, Ba2+, Coz*, Cr3. Cu2+. 240042+ - -

Ni2*, 2ty w_".

Ghys (22) hizo observaciones interesantes sobre la utji
lizacién de isbtopos radioactivos en cepas de BCG, encontrando -
que todos los is6topos (Fe, 2n, Mn, Co, Sr, Cs, Pm, Bu, Hg y I)-
eran utilizados y cuando las concentraciones de Fe eran altas, -
la célula tenia una avidez por el 2n y que si se suministraban -~
los iones requeridos, se akranzaban concentraciones intracelula-

res tb6xicas.

Un sumario de las consecuencias metabSlicas por defi--
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ciencia en trazas de metales en las Mycobacteria se muestra en-

la Tabla 1.

TABLA I

CONSECUENCIAS METABOLICAS POR DEFICIENCIA EN TRAZAS DE

METALES ,

Elemento Cantidad
requerijda( /ml)

S 0.4 mg
(como sulfato)

Hg 1.0 mg

Fe l.oy/g

zn 0.4 /5

Mn 0.12/5

5.5 g

Consecuencia de la
deficiencia.

Elongacién de las células;
decremento en las sintesis
de DNA y proteinas,

Ramificacién de las célu--
las y ausencia de grénulos
de polifosfato.

Elongacién de las célulassy
declinacién de la sintesis
de DNA.

Decremento en la actividad

de enzimas que requieren -
Feo.

Bajo contenido de citocro~
mos y coproporfirinas.

Incremento de isoflavonoi-
des.

Incremanto de polifosfatos
y niveles de ATP.

Decremento en la actividad

de enzimas que requieren -
2n.

Rendimiento celular bajo.
Decremanto en la sintesis-
de micobactinas.

Tomada de: Bacteriologycal Reviews. 34; 99 - 125 (1970).
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De todos los metales, el metabolismo del hierro y el-
del zinc han sido estudiados con detalle, debido a que estos —-
elementos son indispensables para el desarrollo de las. Mycobac-
teria y el elucidar cull es el mecanismo o los puntos clave don
de actfian, tiene mucha importancia en el desarrollo de agentes-

quimioterapéuticos.

3.4.- Agimilaci6n y transporte de hierro. Las sales de Fe a -
pH fisiolbégico son insolubles y esto constituye un problema pa-
ra todos los organismos, pero estos han desarrollado una gran -
variedad de iones quelantes resolviendo asi el problema. lLos --
quelatos son generalmente solubles en agua y se encuentran ex--
tracelularemente, son producidos en grandes cantidades cuando -
las concentraciones de Fe est8n limitando el desarrollo. Bl -
complejo i6n - quelato es una forma mediante la cual el iSn es -
transportado al interior de la célula. Sin embargo, en las My-
cobacteria se han desarrollado otros mecanismos, debido tal vez
a la gruesa capa lipidica de su envoltura celular.

El principal agente Quelante en las Mycobacteria son-
las micobactinas, las cuales son solubles en materiales lipidicos
y fueron originalmente aisladas de M, phlei y como un factor de
crecimiento en M, paratubgrculogis. Todas las especies de Myco
bacteria producen micobactinas y la estructura quimica ha sido-

elucidada por Snow y col. (119).

La figura 3 muestra las estructuras de las micobacti-
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M, "

C“!q
eo
C—
\\ﬂli
R\ [cMpl en-<0-0
]
Microorganismo. Micobactina Sustituyentes.
ajslada. Ry R2 R3 R4 Rs
aureum. A 13 Cl*l3 H C!i3 H
M, fortujtum. F 17,11 H C83 CH3 H
M, termoresistible. H 19,17 CH3 CH3 CH3 H
M, marinum. M 1 H CH3 C17535 Cu3
‘!, parinum. N 2 H CH3 C17H35 Cll3
N, phlei. P 17 cis CH, H C,Hg CH4
M, terrae. R 19 H H CH3 cn3
M, smegmatis. s 17,15 cis H H CH3 H
M, tuberculosis. T 19 H H CH3 H

Pig. 3.- Estructura de la micobactina; las cadenas laterales son grupos al-
kilicos en Rl y tienen el nGmero de &tomos indicado, los dobles enlaces se-

indican cuando son conocidos.

Tomada de: Bacteriological Reviews, 39, P&g. 123. (1970).
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nas; recientemente se han hecho estudios sobre la estructura de
la ferrimicobactina P con cristalografia de rayos X (Hough y Ro
gers) (119). La molécula tiene gran estabilidad y actualmente-
se han realizado sintesis quimicas de andlogos de estas estruc-
turas.

La incorporacifn de elementos como lisina y &cido sa-
licflico a estas estructuras por las Mycobacteria, ha sido estu
diada por Hudson, Bentley, Retledge y Hall (119).

La distribucién de micobactinas parece estar restrin-
gida al género Mycobacterium, pero se han aislado estructuras -
semejantes en la familia Nocardia.

Las micobactinas actGan como receptores primarios pa-
ra el Fe; de éste el tipo coloidal o insoluble no es aceptado -
por la micobactina (Ratledge, 1974)22, El complejo de ferrimi-
cobactina formado se mueve a través de la envoltura celular por
la creacitn de un gradiente de concentracién y después de qQue -
el Fe ha sido depositado en el interior, la micobactina atravie
sa la pared celular nuevamente, debido a otro gradiente de con-
centracién pero de sentido opuesto.

La afinidad de la micobactina por el Fe3* es extrema-
damente alta (K de estabilidad 1030). el Fe es liberado por un-

mecanismo especifico constituido por una NAD reductasa que con-

vierte el complejo Fe3+ -micobactina a Fe?t -micobactina. (Ra--

tledge y Marshall, 1972)22.

El &tomo de Fe?' tiene muy poca o ninguna afinidad por
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el quelato y es capaz de dejar libre a la molécula e insertarse- .
en una porfirina como paso final.

La micobactina es extremadamente lipofilica y tiene --
muy poca solubilidad en agua. Como la micobactina no puede reac
cionar con fierro insoluble o coloidal, la manera como el microor
ganismo solubiliza este Fe, es por medio del &cido salicilico, -
el cual es producido en grandes cantidades durante una deficien-

cia de Fe en el medio de cultivo por M. smegmatis y M. tuberculo-

8is.

En M. phlei se produce un anflogo, el &cido 6 metil sa
licilico en las mismas condiciones de ca?encia de Fe. El &cido-
salicilico funciona como un quelante de iones de tipo extracelu-
lar, adem&s el &cido salicilico no es metabolizado en ningGn - -
otro compuesto m&s que en micobactina. Existe la evidencia de -
que el &cido salicilico actfie s6lamente como catalizador y el --
verdadero quelante sea un compuesto bastante soluble en agua, de
naturaleza oligopéptida que contiene § N- hidrolisina, alo - treo
nina y alanina. Este compuesto recibe el nombre trivial de hi--
droquinoleina.

El mecanismo de transporte de Pe esti dado en la figu-
ra 4. Brown en 1975, trabajé sobre este mecanismo en células --
que provenian de cultivos deficientes en Fe, y utilizando un ex-
ceso de los demds componentes. Sin embargo, este mecanismo tam-

bién se observa en células presentes en medio de cultivo con re-
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querimientos apropiados de Fe, por lo tanto existe, @olouna --

via para la asimilacidén de Fe.

Fuera Limites interiores Interijor
Fe2*galicilato Felt. pe3*
FPe3t-hidroquelina micobactina hemo hemo
¥~ micobactina porfirina
salicilato
Hidroquelina
re3* \\\\ Fe?*micobactina
r\\\1-‘53 - micobactina r
Fe3*micobactina sapt
(

Fig. 4.- HipSteais del transporte de Fe y su asimilacifn por -
Ratledge y Marshall (22).

3.5.~ Desarrollo in vitro, Observaciones generales. La mayo-

ria de las Mycobacteria desarrolla en medios quimicos bien defi
nidos; asin embargo, la velocidad de desarrollo puede variar, --
desde el crecimiento de M, tuberculosis, que es lento, hasta el

de los sapr5fitos como el de M, phlei y M. smegmatis, que es re

lativamente répido.
Si el desarrollo se efectia sin agitacifén, todas las-

Mycobacteria desarrollan en forma de una membrana costrosa so--
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bre medios. liquidos, y el crecimiento maximo se alcanza entre 8-

a 10 semanas para M. tuberculosis y 4 a 5 dias para M, smegmatis.

En un medio de cultivo con fuentes de carbono y nitrb6geno adecua
das, el desarrollo de las Mycobacteria puede mejorarse con agita
cién, pero ésta debe ser lenta. Bowles y Segal (22) encontraron
gue con un agitador de 200 rpm/min se acorta la fase lag de M, -
tuberculogis de 40 dias a 13. Sin embargo utilizando condicio--

nes similares en el desarrollo de M, smegmatis no hubo ningGn --

cambio.

La adicibén de surfactantes, como tween 80, a los me- -
dios de cultivo, tienden a incrementar el desarrollo debido a --
que previene la agregaciSn de células; sin embargo, este incre--
mento en el desarrollo no se compara al que se obtiene en medios
de cultivo liquidos con agitacién.

El tween 80 no es un surfactante de tipo pasivo y afec
ta el metabolismo de la célula, especificamente su composicién.-
Stinson y Solotorovsky (22) encontraron que el tween 80 era efec
tivamente hidrolizado por cepas de M avium y el &cido olé&ico re
sultante, incorporado a los lipidos.

Por otra parte el tween 80 en concentraciones aproxima
das al 1% en los medios de culgivo, incrementa el volumen celu--
lar en un 45% y dobla el contenido total de lipidos.

Weir (22) mostré6 que el &cido oléico era incorporado a

los triglicéridos o podia existir sin ningGn cambio en el cito--
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plasma en forma de glébulos. En el desarrollo M. smegmatis bajo

diferentes condiciones de agitacibén, se observa que la fase lag-

no se acorta; sin embargo, la velocidad de desarrollo se incre--

menta. Las razones para este incremento serian la dispersibén de

las células, que produce aumento en el % de peso seco y fijacibén

de Co, por la continua aereacibtn del medio de cultivo. La fija-

cién de CO, por las Mycobactefia es importante en el metabolismo

y puede contribuir apreciablemente al contenido total de carbono.
(Wherry y Ervin)zz.

David J. Dawson y Frank Jennis (40) aislaron una Myco-
bacteria que requeria para su desarrollo de citrato de amonio fé
rrico, esta Mycobacteria habia sido identificada por Sompoling—-
kylzz en 1978 quien propuso el nombre de M. haemophilum. 8Su aisg
lamiento se realiz6 a partir de un granuloma gsubcuténeo de un pa
ciente que habia recibido un tratamiento inmunosupresor debido a
la enfermedad de Hogkin; esta cepa tenia requerimientos especia-
les para su desarrollo, como hemina ¢ hemoglobina.

Dawson y Jennis (40) cultivaron diferentes cepas de --
M, hagmoghilum sobre varios medios de cultivo, y a diferentes --
temperaturas, obteniendo los siguientes resultados;en Lowenstein
Jensen el desarrollo aparece a los 8 6 10 dias, sobre Lowenarein
Jensen con 15 mg de citrato de amonio férrico, el desarrollo es-
més abundante, lo mismo Que en gelosa sangre (langre‘do carnero).
Las cepas desarrollan bien sobre Middlebrook 7H9 conteniendo he-

mina o citrato de amonio férrico, en aproximadamente 10 dias. -~
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En gelosa chocolate y Middlebrook 7H10 con hemina, el desarrollo
aparece lentamente. En lo referente a temperaturas, las cepas -
crecen satisfactoriamente a 32°C, pero m&s lentamente a 36°C,

C. Thoen y Elmer Himes (135) compararon la eficiencia-
de 4 medios de cultivo para el aislamiento de M. avium que es --
considerado el agente etiol6gico m&s comGn de la peste de los --
cerdos, conocida como tuberculosis de los cerdos en los Estados-
Unidos. Se estudiaron 197 n6dulos linf&ticos de tejidos porci--
nos, de los cuales 82 mostraron granulomas microscb6picos con ba-
cilos &cido-alcohol resistentes, un nGmero significativo de cepas
de M. avium fueron aisladas en Middlebrook 7H10 con piruvato de-
sodio. El tiempo requerido para el desarrollo de M avium sobre
Lowenstein-Jensen es significativamente mayor que el tiempo re--
querido para observar desarrollo sobre Middlebrook 7 H1O, Agar -
de huevo de Herrold o Stonebrink. (Laboratorios Difco).

Morimoto, Rothrock y Stottmeier (87) realizaron inves-
tigaciones en 204 especimenes clinicos de diferentes origenes co
mo esputo, orina y liquido cerebroespinal, para determinar la --
forma més adecuada de aislamiento de Mycobacteria. Utilizaron -
medios como Lowenstein - Jensen y Middlebrook 7H9. Los especime--
nes sembrados sobre lowenstein-Jensen se trataron previamente con
NaOH al 2% y los especimenes sembrados en Middlebrook 7HO, se re
sembraron a los 20 dias en Lowenstein -~ Jensen, incub&ndose en at-

mésfera de CO, a temperaturas de 35 a 37°C por otros 20 dias.
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Los resultados de los aislamientos se muestran en la
Tabla 2.

Los autores concluyen que el medio de Middlebrook =~
7H9 no ofrece ninguna ventaja sobre el medio Lowenstein-Jensen
incubando en CO,, para el aislamiento de microorganismos &cido
alcohol resistentes.

Hobby y col. (87). encontraron que se requeria de una
incubacién previa de 8 semanas para el aislamiento de M, tuber-
culosis de lesiones pulmonares, sobre medios ligquidos con albf
mina o con tween 80 y albGmina.

La dificultad para el aislamiento de microorganismos
a partir de n6dulos linf&ticos fue descrita por wWilmont (87),-
més del 80% de nédulos linf&ticos, histolSgicamente positivos-
a bacilos &cido - alcohol resistentes, provenientes de animales
infectados, no dieron desarrollo sobre medios habituales de --
cultivo. Se supone la presencia de una sustancia de tipo bac-
teriostética en los nédulos de los animales infectados.

Carson, Petersen, Favero y Aguero (17) compararon la
resistencia a los desinfectantes y la capacidad de desarrollo-
de diferentes cepas de Mycobacteria aisladas de fluidos perito
neales y m&quinas de diflisis peritoneal, especificamente M, -
chelonei (cepas Tm), que son capaces de desarrollarse en agua
destilada comercial, con tiempos de generacién a 25°C, de 8 a-

15 horas.
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TABLA

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS ACIDO-ALCOHOL RESISTENTES DE TE-

Mo, y tipo de

especimen.

56 Pulmbn.

56 Liquido
pleural.

38 MN6dulos
linf&ticos
cervicales.

12 Abscesos de

piel.

Liquido
sinovial.

Hueso.
Genitales.

Médula 6sea.

Higado/rifi6n.

Tracto gastro-in-
testinal y epiglo
tis.

Tomada del Journal

$99.

IDOS Y ESPECIMENES FLUIDOS
-

JIDOS Y ESPECIMENES FLUZIVDS

M, tuberculosis.
7H9 7H9, L-J
o ambos,
4 34
5 46
1l 32
0 6
1l 9
2 7
1l 7
1l 4
o 3
0 3

Otras cobacterja.

7H9 I~J o ambos.

16 M, intracellulare.

2 Nocardia agterojdes.
2 M, intraceljulare.
1 M, scrofulaceum,

1 M., gordonae.

1 M, vaccae.

5 M, intracellulare.

2 M, intracellulare,

2 M, marjnum.
1 M, bovis. .
1 M, bovis BCG.
0

1 M, gordonae.
0

0

0

0

of Clinical Microbiology. Oct. 1979, pdg. -
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Se han obtenido niveles de 105 a 10° células por ml -
de agua y la fase estacionaria de la poblacién declina levemen-
te después de un periodo de un afio. Los resultados de los estu
dios para determinar la resistencia de las Mycobacteria a los -
desinfectantes se muestran en las figuras 5 a la 10. Los desin
fectantes utilizados en el estudio son los comGnmente empleados
en la descontaminacién de equipo hospitalario. Las bacterias -

como M. chelonei cultivadas en agua comercial, muestran sobrevi

vencia en solucidén acuosa de HCHO al 2% hasta las 24 horas; en-
una solucién acuosa al 8% de HCHO hay una reduccién de 2 unida-
des logaritmicas de las células viables a las 2 horas de tomada
la muestra. Comparando con cepas tipo ATTC de M. chelonei y --
M fortuitum, se ve que estas Gltimas son r&pidamente inactiva-
das a las 2 horas de exposicién a una solucibén acuosa al 2% de-
HCHO y a 15 min en una solucién al 8% de HCHO.

En relacién con el glutaraldehido alcalino al 2%, las
cepas Tm resisten hasta por 60 minutos, en comparacién con las-
cepas tipo ATTC que no sobreviven después.de unos minutos, en -
comparacién con 1as cepas tipo ATTC que no sobreviven después -
de unos minutos de contacto con el desinfectante. Todas las ce

pas de M. chelonei y M. fortuitum resisten 60 minutos después -

de la exposicién a 0.3 y 0.7 )VQ de cloro libre por ml1 a pH 7.
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7~ Resistencia comparativa de microorganismos micobacterianos
cul\ivados en agua destilada con 2% de glutaldehido alcalino
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4.- Diagn6bstico bacteriolfgico de lag Micobacteriosis.

El diagnéstico bacteriol6gico especifico de una mico--
bacteriosis, debe realizarse en tres pasos principalmente:

a.- Demostracitn de bacilos &cido~alcohol resistentea-
en las secreciones patolégicas de tejidos.

b.~ Aislamiento del agente causal en forma pura.

c.- Identificacién del microorganismo mediante pruebas

bioquimicas y serotipificacién.

4.1.- Tipos de especimenes y métodog de descontaminacién y con-

centracién. Las Mycobacteria pueden ser aisladas de una gran va
riedad de especimenes clinicos que incluyen esputo, orina, liqui
do cefalorraquideo, biopsias de tejidos como higado, mé&dula 6sea
y nédulos linf&ticos o de cualquier otra fuente donde se sospe--
che que exiata un foco de infeccién tuberculosa.

Los egspecimenes que contienen flora mixta deben ser ~-
procesados para reducir el problema de contaminacifén. El alto -
contenido de lipidos en las paredes celulares de las Mycobacte--
ria determina su resistencia a &cidos fuertes y soluciones alca-
linas. El tiempo de exposicién del especimen a agentes desconta
minantes fuertes como el NaOH al 4%, &cido ox&lico al 5%, debe -
ser cuidadosamente vigilado para evitar un excesivo dafio quimico.

El uso de trifosfato de sodio combinado con cloruro de

benzalconio ( Zephiran ) es un método muy utilizado en muchos -
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laboratorios. Ios especimenes que contienen gran cantidad de ba
cilos tuberculosos soportan bien una sobreexposicién de estos ~--
agentes y por 1o tanto no es necesario controlar el tiempo, sin-
embargo los especimenes tratados con Zephiran deben ser inocula-
dos a un medio de cultivo que contenga huevo para neutralizar la
inhibicifén del desarrollo bacteriano causada por el Zephiran.

El método de N~ acetil IL- cisteina con NaOH permite la-
licuacién del moco del esputo, mediante el uso de NACL que es un-
agente mucolitico, sin actividad antibacteriana, pero que reduce-
los enlaces disul furo, logrando asi liberar a las Mycobacteria y-
que puedan ser efectivamente concentradas por centrifugacién. Rl
NaOH al 2% en la solucién sirve como agente descontaminante. De-
bido a la alta fuerza i6nica de estas soluciones el punto neutro-
es dificil de alcanzar, pero el uso de solucién amortiguadora de-
fosfatos en grandes cantidades, permite el lavado del especimen y
la dilucién de sustancias téxieal Y. adem&s disminuye la gravidéz
del especimen y la centrifugacién es més efectiva, concentrando -
mayor nGmero de bacilos.

El NaOH al 4% es el descontaminante comGn utilizado por
la mayoria de los laboratorios. El NaOH al 4% realiza una accién
mucolitica efectiva y la concentracién se logra por centriguca- -
cién.

Bl cloruro de cetilpiridinio al 1% con NaCl al 2% es un

efectivo agente descontaminante utilizado para especimenes de es-

puto que tienen qQue transportarse. El bacilo tuberculosoc sobrevi
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ve hasta por 8 dfas sin pérdida significativa de su viabilidad.
los procedimientos de tinci6n y descontaminacién de es

pecimenes se encuentran discutidos en el Apéndice B.

4.2.- Medios de cultivo.

Medio de lowenstein-Jensen. Agregando huevo al medio-

bage de Lowenstein-Jensen se prepara este medio para cultivar - -

Mycobacteria especialmente M, tuberculosis. Lowestein usé un me
dio con rojo congo o verde de malaquita para inhibir parcialmen-
te el desarrollo bacteriano. Otros investigadores emplearon de-
modo semejante estos colorantes, principalmente Sonnenaschein y -
Hohn (103). En los Estados Unidos eran populares los medios con
violeta de genciana de Corper y de Petroff, y més recientemente-
lo fue el medio de Petragnani, gue contiene verde de malaquita.

Bn la fSrmula actual desarrollada por Jensen, el citra
to y fosfato est&n en concentracién algo diferente; pero el colg
rante y la cantidad son iguales al de Lowenstein, esto es, de con
tenido menor al que generalmente se emplea en el medio de Petrag
nani. Por lo tanto, el medio o la férmula de Jensen puede poseer
una capacidad inhibitoria menor que el medio de Petragnani, y --
acusar una proporcién mayor de resultados positivos a partir de-
materiales con Mycobacteria.

También se puede anticipar un mayor porcentaje de con-

taminantes, aunque Cumming, en 7362 especimenesa inform& menor nf

mero de contaminantes y mayor de positivas (103).
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Hughes y col. (103) informaron que el medio L-J es el
mejor para los diagnésticos corrientes, y obtuvieron mds culti-
vos positivos por cultivo que por an&lisis de frotis.

Se han hecho innumerables estudios comparativos des—-
pués del de Cummings. Algunos m&s recientes confirman la supe-
rioridad del medio L-J, como por ejemplo los de Gutiérrez - V&z-
quez (103) que lo compararon con el agar de sangre y penicilina,
y con el agar de carbbén de Hirsh y los de Berte y Turker (103)-
quienes probaron el L-J en paralelo con un medio RDM-1 de albfG-
mina y &cido oléico modificado. Adem&s de las Mycobacteria, 1la
Nocardia también desarrolla en el medio L-J y se le puede ais--
lar de esputos, lavados g8stricos, y de otros especimenes (Para
fé6rmula y preparacién consultar Apéndice A).

Aqar de Middlebrook y Cohn 7H10. El agar de Middle--
brook y Cohn 7H10 es un medio con una f6rmula mejorada del agar
de &cido o0léico - albimina. Se usa para el aislamiento y prue--
bas de sensibilidad de Mycobacteria, favoreciendo el desarrollo
temprano de bacilos tuberculosos tipicos. Los autores obtuvie-
ron 83 positivas en agar 7H10 y 82 positivas en el medio de Lo-
wenstein-Jensen en un estudio de 100 especimenes de pacientes,-
el volumen del desarrollo fue mucho mayor en el agar 7H10, des-
pués de incubar durante tres semanas. (Para f6Srmula y prepara--
cién consultar el Apéndice A).

Agar inclinado 7H11. Bl agar 7H1ll es el agar 7H10 de

Middlebrook y Cohn modificado por la adicién de un gramo de hi-
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drolizado enzimdtico de caseina (peptona tripticase) por litro.
Se usa para el cultivo y para las pruebas de sensibi-
lidad de Mycobacteria, especialmente de aquéllas que desarrollan
pobremente en el agar 7H10 y en otrcs medios comunes de aisla--
miento (Para fSrmula y parparacién consultar el Apéndice A).

Caldo de Middlebrook 7H9. El caldo de Middlebrook --

7HY9 enriquecido con albGmina y dextrosa o con otros materiales,
pﬁede usarse en procedimientos que comprenden el desarrollo de-

Mycobacteria, incluso de M. tuberculosis.

Con la adicién de enriquecimiento de ADC de Middle- -
brook (AlbGmina oléica), y 25,000 unidades de penicilina, este-
caldo puede usarse para el ensayo del contenido de INH en sue--
ros de pacientes, en el proceso recomendado por el Laboratorio-
de Diagnéstico de Tuberculosis del Hospital de Veteranos de las
Fuerzas Armadas, Washington (103) (Para férmula y preparacién -
consultar el Apéndice A).

Medio de Petragnani. El medio de Petragnani es un me

dio glicerolado de huevo y papa, elaborado con una bagse de le--
che y verde de malaguita en una concentracién de 0.045%. Algo-
m&s inhibitorio que el L-J, debido a su contenido més elevado -
de colorante, el medio de Petragnani se recomienda para especi-
menes viejos y para usarse paralelamente con otros medios para-
aislamiento de bacilos tuberculosos.

Medio de Petroff. Es un medio glicerolado de huevo -
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coagulado con una base de infusién de res, que contienen cristal
violeta como agente inhibidor selectivo. En rendimiento es simi
lar al medio de Petragnani, o tal vez ligeramente menos inhibitg
rio.

Agar Inclinado Mycobactosel. El agar para seleccifén -
de Mycobacteria es el agar 7Hll m&s cicloheximida, lincomicina -
&cido nalidixico, para la inhibici6én de los microorganismos con-
taminantes y para permitir la obtencién de resultados negativos-
Yy positivos m&s confiables, en el aislamiento de especimenes de-
flora mixta (Para férmula y preparacién consultar Apéndice A).

Agar con &cido oléico de Dubos. La base con &cido - -
0léico de Dubos se emplea para la preparacién de varios medios -
translGcidos, incluyendo el agar con &cido oléico y el agar con -
tween y albGmina, que son en especial Gtiles para el estudio de-
l1a ﬁotfologia y disociacitn de las colonias, asi como para el re
cuento bacteriano por el nGmero de colonias. También se puede -
emplear la preparacién de cultivos masivos de cepas que se man--
tienen siempre en existencia en el laboratorio, en las pruebas -
de sensibilidad de los cultivos frente a los agentes antibacte--
rianos yen el aislamiento de los bacilos tuberculosos.

Para algunos propSsitos, no es necesario afiadir enri--
quecimiento, puede usarse suero, tween 80, o ambos.

La base de agar por si sola es capaz de producir desa-

rrollo de la mayoria de los cultivos puros de las Mycobacteria.-
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(Para férmula y preparacién consultar el Apéndice A).

4.3.- Pruebas bioquimicas utilizadas en la identificacién de -

las Mycobacteria. Los procedimientos usados 6 propuestos por -
varios investigadores (36) para la identificacién de las Mycobac
teria son muy numerosos. A continuaci6tn se dan algunos de los~-

mé&s conocidos:

Actividad de peptidasa con un sustrato cromogénico.
Trans formacién de sales férricas.

Acumulacién de hierro en las células.

Tolerancia a &cido picrico.

Actividad de amidasa.

Inhibicidén del desarrollo por 8 hidroxi-quinolina.
Movilidad electroforética de catalasas y esterasas.
Estructura especifica de mic6sidos de diferentes especies.
Cromatografia de lipidos en capa fina,
Cromatografia gas-liquido (pirb6lisis).
Susceptibilidad a colorantes.

Actividad de ureasa.

Actividad de pirazinamidasa.

Hem6lisis de eritrocitos de cuy.

Actividad.de fosfatasas &cidas.

Actividad de formamidasa.

Actividad de glucosidasa,

Actividad de nitrato reductmasa en presencia de &cidos grasos’'y
compuestos relacionados.

Prueba de niacina.

Prueba de catalasa.

Actividad de nitrato reductasa.

Actividad de arilsulfatasa.

Hidr61isis de tween 80.

Reduccién de telurito.

Las seis Gltimas pruebas son las m&s comunmente uti-

lizadas en el laboratorio para el diagnéstico de una micobacte

riosis.
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Prueba de niacina. La niacina es formada en el metabolismo de-

las Mycobacteria, pero la mayoria de las especies poseen una en

zima que convierte la niacina libre en ribonucleato de niacina.

M. tuberculosis, M. simiae y cepas de M. marinum y M. chelonei,

asi como un nfimero importante de cepas de M. bovis carecen de -
la enzima y pueden acumular la niacina libre como un producto -
soluble en agua y que es excretado al medio de cultivo. La can
tidad de niacina acumulada refleja directamente la edad del cul

tivo.

Fundamento de la prueba de niacina. En la prueba quimica des--
crita por Runyon, el &cido nicotinico reacciona con el bromuro-
de cian6geno en presencia de un amina primaria {(anilina) para -

formar un compuesto de color amarillo (36,74).

Prueba de catalasa. La mayoria de las Mycobacteria produce ca-

talasa, pero varian en la cantidad producida. Algunas formas -
de catalasa son inactivadas a 68°C por 20 minutos y otras son -
estables. La semicuantificacién de catalasa y la susceptibili-
dad al calentamiento a 68°C a pH 7.0 son 2 caracteristicas Gti-

les para la identificacién de Mycobacteria.

Fupdamento de 1a prueba de catalasa. Los microorganismos pro--

ductores de catalasa tienen la capacidad de descomponer el per8

xido de hidrSgeno en agua y oxfigeno libre.
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2H,0, » 2H,0 + 0,

La prueba para la determinacién de catalasa micobacte-
riana difiere de las pruebas usadas para la deteccién de catala-
sa en el uso de perSxido de hidrSgeno al 30% (Superoxol) (37) con-
una solucién de un tensoactivo como el tween 80 en lugar de per$
xido de hidrégeno al 3%. El detergente o tensoactivo ayuda a la
dispersién de las colonias bacterianas, con el fin de optimizar-

la prueba (74).

Prueba de nitrato reductasa. La presencia de la enzima nitrato-

reductasa es una importante caracteristéea para la identicacién-
de M. tuberculosis, M. kangassi, M. szulgai, y M. fortuitum to--
dos ellos reducen el nitrato a nitrito, otras especies Que tam--
bién son positivas para esta prueba son: M, flavescens, M, te- -

rrae, M, triviale y M. cheloneli.

Fundamento de la prueba de nitrato reductasa. Las Mycobacteria-

que contienen nitrato reductasa pueden producir oxigeno de los -

nitratos. La reaccién quimica es la siguiente:
NO;, + 2 + H, —— 9 NO, + H0

1A presencia de nitrito se detecta por la adicién de -
sulfanilamida y n- naftiletilendiamina en pH &cido, al medio de-

cultivo de prueba, si el nitrito est8 presente se forma una colpg

racién roja debido a un colorante diazoico (74).




Prueba de arilsulfatasa., La arilsulfatasa es una enzima secreta

da por ciertas Mycobacteria. Los miembros del cbémplejo M. for--

tuitum-chelonei son los Gnicos que producen suficiente enzima pa

ra producir pruebas positivas en tres dias. Cantidades pequefias

son producidas por M. xenopi, M. szulgai, M. marinum, M, kansa--

ssi, M. gordonae y algunos miembros del complejo M avium - intra-

cellulare. La prueba no es de utilidad para identificar estas -

especies finicamente el complejo M. fortujitum-chelonei.

Fundamento de_la prueba de arilsulfatasa. La arilsulfatasa es -
una enzima que libera a la fenoftaleina de la sal disulfato tri-
potisico de fenoftaleina, el carbonato de sodio alcaliniza el me
dio y la fenoftaleina forma una sal dis6dica que produce un co--

lor rosa (74).

Prueba de hidrSlisis de tween 80. La cepa que no tienen impor--
tancia clinica generalmente son positivas para esta prueba, como
son: M, gastri, M, terrae y M, triviale. Las cepas como M scro-
fulaceum y el complejo M avium- intracellulare son negativos -

para esta prueba.

.Fundamento de la prueba de hidrflisis de tween 80. Tween 80 es-

el nombre trivial del detergente monooleato de polioxietilen sor
bitan y clertas Mycobacteria poseen una lipasa capaz de hidroli-
zar el tween 80 en 8cido oléico y sorbitol polioxoetilado, el --

cull modifica las caracteristicas 6pticas de la solucién de prue
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ba de un color amarillo, producido por el paso de la luz a tra-
vés de la solucién intacta de tween 80, a un color rosa. Bl --
cambio en la coloracién no indica un cambio en el pH debido a -
gque el &cido oléico es neutralizado por la solucién amortiguado
ra de fosfatos. La modificacién en la coloracién indica la des

truccién del tween 80 (74).

Prueba de reduccién de telurito. Esta prueba es importante pa-

ra diferenciar entre las Mycobacteria en general y las Mycobac-

teria de desarrollo lento no cromogénicas (Grupo III de Runyon).

Fundamento de la prueba de reduccién de telurito. Las células-

micobacterianas reducen las sales de la telurito en telurito me
t&lico. El telurito actua como un aceptor artificial de electro-
nes y se reduce a telurito met&lico de color negro, este proce-
80 es realizado por la telurito reductasa que se encuentra en -
forma soluble en M. avium (36).

Los procedimientos de las pruebas biogquimicas est&n -~

descritos en el Apéndice C.

5.~ Pruebas de susceptibilidad a drogas.

En la mayorfa de los pacientes con tuberculosis, el -
tratamiento incluye a dos o m&s de las drogas utilizadas en for

ma primaria para la tuberculosis: isoniacida, estreptomicina, -

&cido para-amino salicilico, etambutol y rifampicina. S8in em--
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bargo, es necesario probar la ;uaceptibilidad de los bacilos ais
lados del paciente frente a estas drogas. Generalmente no es ng
cesario esperar los resultados de estas pruebas para instituir -
una terapia inicial. Cuando el paciente ha recibido una ﬁuinio-
terapia antituberculosa, es importante determinar el patrén de -
susceptibilidad a la droga, ya que en los casos de retratamiento,
es com(in observar en los microorganismos resistencia a la droga.
En ambos casos, cuando el tratamiento no produce resultados ne-
gativos en el esputo del paciente en pocos meses, existe la posi
bilidad de Que estén apareciendo microorganismos resistentes y -
las pruebas de susceptibilidad tienen que ser repetidas,

Los métodos convencionales de difusiSn, en los cuales-
la susceptibilidad bacteriana de una droga dada es estimada en -
términos de una zona de inhibicién alrededor de un disco, no son
apropiados para las Mycobacteria, debido a su lento desarrollo.

Los métodos generales m&s aceptados para las pruebas -
de susceptibilidad son las basadas en el desarrollo o ausencia -
de éste sobre medios sélidos que contengan la droga a probar.

La composicisn del medio debe ser tal, que produzca la
minima desactivacifén de 1la drogay los medios 7H10, 7H1l1l, Lowens-
tein-Jensen o0 cualquier otro que contenga huevo, elimina la posj

bilidad de enlace de la droga a moléculas orgénicas grandes, con
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tenidas en el medio. Las drogas varian su estabilidad, y el me-
dio que contiene la droga puede cambilar su potencia debido a al-
teraciones bruscas en el pH, temperatura, almacenamiento prolon
gado o desecacién. los medfos deben almacenarse en refrigerador
protegidos de la luz y por periodos no mayores de 4 semanas des-
pués de su preparacién. Una vez establecido el medio de cultivo
Yy la droga, es necesario correr en cada prueba un testigo para -
demostrar la actividad de la droga en el medio. La cepa de M. -
tuberculosis H37Rv es satisfactoria para estos propbsitos.

La susceptibilidad de la droga resulta de la compara--
cién entre el desarrollo obtenido en un medio de control y el ob
tenido en el medio que contiene la droga. El inéculo en cada --
cultivo debe ser uniforme:; esto puede observarse por el desarro-
1lo en 2 tubos de control sembrados con diferentes diluciones --
del inéculo.

La homogenizacién del inbdculo y el evitar grandes can-
tidades de material grumoso, son cuidados necesarios. El in6cu-
lo debe ser abundante para producir el desarrollo de cuando me--~
nos 100 colonias en el medio de cultivo de control; eato resulta
adecuado para tener datos estadisticos significativos (107).

El inéculo no debe ser tan abundante, que produzca co-
lonias confluentes que cubran gran parte del medio en los tubos-
de control, en estos casos una pequefia proporcién de bacilos re-

sistentes a la droga ( 1% ) pueden aparecer en presencia de un -
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gran nGmero de colonias en el medio de cultivo gue contiene la -
droga, sugiriendo una mayor resistencia de la que realmente exis
te. Bs Gtil emplear un in6culo que permita la expresién de la »
religtencia en un rango menor de 1% o mayor del 1%.

Runyon, Karlson y Kubica (107) han demostrado que po--
blaciones resistentes a la droga mayores del 1%, provocan que el
tratamiento ya no sea Gtil. Este 1% de bacilos resistentes co--
mienza a ser la poblacién predominante hasta llegar al 100%., --
Una poblacién nativa de bacilos tiene un porcentaje menor del 1%
de microorganismos resistentes y este porcentaje no provoca el -~
fracaso del tratamiento.

Si el inbculo es preparado con un cultivo con un desa-
rrollo discreto, la mueastra debe ser representativa y deben to--
marse de todos los tipos de colonias. Una gran proporcién de pa
cientes, cuya poblacisSn de bacilos muestran colonias pequefias de
bido a un lento desarrollo, tienen m&s resistencia a las drogas-
(107, 151).

Una modificacién de la proporcifn de bacterias resis--
tentes, puede ocurrir por subcultivos in vitros debido a esto se
han desarrollado prusbas de susceptibilidad digecta. esto es, --
con el especimen tratado del paciente, siempre ; cuando muestre-
en un frotis la presencia de bacilos &cido-alcohol resistentes.-
8in embargo, estas prusbas directas pueden ser no satisfactorias

debido a'la contaminacién o ausencia de desarrollo.

Consecuencias serias pueden rasultar de un reporte fal
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so de susceptibilidad a las drogas, que puede conducir a la sus-

titucién de una droga primaria por una secundaria, que.involucra

m&s incomodidad y dafio para el paciente debido a su toxicidad.
Los procedimientos para realizar las pruebas de suscep

tibilidad a las drogas se encuentran descritos en el Apéndice D.
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C O C CTE

A lo largo del siglo XX, han sido numerosos los in--
tentos y fracasos de clasificar el género Mycobacterium. Qui--
z&8 la primera clasificacién,” sea probablemente la de Hauduroy,
que realizb un inventario de bacilos &cido-alcohol resistentes,
no tuberculosos, que recogfa 160 descripciones.

Penso y cols. (54) habfan ensayado reagrupar las di-
ferentes especies de Mycobacteria, proponiendo una clasifica--
cién del género Mycobacterium sobre la base de los seis carac-
teres siguientes:

Presencia y color del pigmento.

Temperatura Sptima de .cultivo.

Estudio de diversos factores de crecimiento.

Utilizacién de hidratos de carbono.

Sensibilidad a dosis diferentes de PAS.

Determinacién de la sensibilidad a los bacteribfagos.

Esta clasificacién debido a su complejidad, no ha te

nido aplicaciones précticas.

l.- Clasificacién de Runvon. En 1959, Runyon reagrupa los - |
diferentes casos de infecciones humanas y propone una clasi--

ficacién del género Mycobacterium. Distingue cuatro grupos --

Mycobacteria que llama at{picas o anénimas: Grupo 1 fotocromége
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nas, Grupo 1l escotocromégenas, Grupo 111 no cromdgenas y Gru-
po IV de crecimiento rapido (54).

La clasificacién de Runyon, establecida sobre crite-
rios frecuentemente subjetivos, a veces incostantes o varia— -
bles, no responde a las exigencias de la taxonomia internacio-
nal. No obstante, tiene el mérito de ser la primera clasifica-
cién simple y suficientemente exacta, que ha canalizado las in
vestigaciones biolSgicas de estos Gltimos afios.

Devulver, Tacquet, Tison (54) Reconocen las imperfeg
ciones de la clasificacién de Runyon, basada sobre criterios -
demasiado subjetivos, y estiman que debe sustituirse esta con-
cepcién equivoca de un agrupamiento artificial de Mycobacteria
mal definidas, por la nocién de especie micobacteriana perfec-

tamente definida, bien sean patSgenas o sapr&fitas.

2.- Clasificaciones Adansonianas.- Bojalil, Cerbén y Trujillo- :
en 1962 elaboran una clasificacién adansoniana de las Mycobac-
teria, sobre la base de 25 caracteres.
En 1974, Wayne, Runyon y Kubica sobre la base de la-
clasificacién de Runyon proponen el nombre de las Mycobacteria
més frecuentemente aisladas y sefialan las denominaciones 6 sing
nimos que deben abandonarse (16) . (Ver Tabla 6).

Tsukamura divide el género Mycobacterium, en dos sudb

géneros Mycobacterium subgénero Mycobacterium (Mycobacteria de
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crecimiento lento) y Mycobacﬁerium subgénero Mycomycobacterium
(Mycobacter ia de crecimiento ripido) (136).

Tsukamura, Mizuno y S. Tsukamura en 1969 (54, 136) -
realizaron un estudio numérico taxonémico para la Mycobaéteria
de crecimiento lento.

El propbésito de este estudio fue la taxonomfia del --
grupo M, avium, asi{ como el de especies recientemente descri--
tas como M, novum, M. terrae (M, nonchromogenicum), M gastxi -
Yy M. thermoresistible.

Se probaron cerca de 94 caracteristicas tales como:-
morfologfa colonial en agar de Sauton o medio con huevo, pig--
mentacién, nitrato reductasa, arilsulfatasa, degradacién de sy
licilatos, desarrollo en medio de Ogawa centeniendo p- aminosy
licilato (medio de PAS), desarrollo en agar de Sauton conte=.--
niendo &cido picrico, desarrollo a diferentes temperaturas aceg
tamidasa, benzamidasa, isonicotinamidasa, utonu;. pirazinamidg
sa, salicilamidasa, utilizacién de fcidos orgénicos como Gnicy
fuente de carbono en presencia de nitrégeno como amonfaco, fer
mentacidén de carbohidratos, glucosa, manosa, xilosa, tretraha<s
losa, manitol con produccién de fcido.

De -este estudio se concluye que M, avjums no es un --
grupo compacto y que existen varias especies denominadas se---

ries, por el COdigo Internacional de ___ nclatura Pactexiana -
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las series estin compuestas de las siguientes especies: M. - -
avium, M. gastrji M. terrae, M. scrofulaceum, M. jntracellulare.

En 1977, Garcfa - Sabater, Amador - Yscla y Perales
Obenich (54) realizaron un ensayo de clasificacién e identifi-
cacién del género Mycobacterium, sobre la base de caracteristj
cas bioquimicas y de cultivo. Estas dividen al género Mycobac-
terium en tres subgéneros: MonoMycobacterium (Mycobacteria ti-
picas), ByMycobacterium (Mycobacteria de desarrollo lento) y -
PolyMycobacteria de desarrollo r&pido) . Todas las especies per
tenecientes a cada uno de los subgéneros tiene una 6 varias cj

racter{sticas en comin: as{ el subgénero MonoMycobacterium, ==~

formado por u..ggberculosia. M. bovis, M. africanum y M. ulce-

rans, tienen en comin la ausencia de crecimiento en Sauton -~ -
agar y en el medio al Salicilato, as{ como no crecer a 28° C,-
ademfs, son Mycobacteéria patSgenas siempre que se aislan de --
productos patolégicos.

" Las especies que forman el género BycoMycobacterium-
tienen en comin que desarrollan en agar de Sauton y en el me--
dio al Salicilato, asi como crecer a 28° C, ademfs de requerir
més de 7 dfas para desarrollar en los medios usuales de aisla-
miento (Lowenstein-Jensen, Ogawa etc...). Las especies del sGh

género. PolyMycobacterium, tienen en comin el crecimiento en -

agar de Sauton y en el medio al Salicilato, asi como desarro--
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llar a 28° C y necesitar para'au desarrollo,

(normalmente crecen en 3 dias).
Clasificacién:

Mycobacterium subgénero MonoMycobacterium.

Mycobacterium subgénero ByMycobacterium.

a.- Especies fotocromSgenas

menos de 7 dfas-




'Mycobacterium subgénero PolyMycobacterium.

a.- Especies fotocromégenas.

M, maxipum.

b.- Especies pigmentadas.

M. parafortuitum.

M. vglentgae.

c.- Especies no pigmentadas.

M, fortuitum.
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Las siguientes tablas muestran las caracteristicas -

diferenciales de los subgéneros ByMycobacterium y PolyMycobac-

terium.
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8 _especjles no

Medio con
Rifampicina

simiae

shimoidei

<+

+

Niacina.

+

Medio con --
etambutol.

Catalasa
Semicuantitativa. ) - +

Arilsulfatasa. +

Hidr6lisis del
Tween 80.

M. tri
M. terrae M. avijum,.
Medio con + + + +

Rimfampicina.

Niacina. - -

Medio con - + + +

L Etambuto] .

Catalasa + - - -

| Semicuantitativa.

Arilsulfatasa. - - + . +

Hidr6Slisis del
Tween 80,

El medio con rifampicina contiene 25 g/ml.

El medio con etambutol contiene 5 g/ml.

Tomada: Revista latinoamerica de Microbiologfa. Vol. 19, 1977.



53
Mycobacterium Mycobacterium
sas ~asiaticum,
Medio mzon (0.25 mg/ml) . - +
‘Medio NHZOH (0.5 mg/ml). - +
Hidr8lisis de Twean B8O. + -
Reduccién de Nitratos. + -
Crecimiento a 45° C. - +
Medio con Catalasa HidrSlisis
MMHM-
Mycobacterium + + -
Mycobactexium
- + +
qoxdonae .
Mycobactexiup - + -
sEuldaai.
Mycobacterium + - -
xenopi..
Mycobacteriul ge dajiferencia de las es -
A pecies restantes per
enabaskii. su pigmento rosa.
Bl medio con Etambutol contiene 5 g/ml.
La catalasa semicuantitativa: la altura de la colup
na debe ser igual o superior a 45 mm.

Tomadas de: Revista latinoamericana de Microbiolo=-
gia. Vol. 19,1977.
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TABLA S.
o ticas ) ci 8 de 8 _es es [o] n -
Bubgénero POLYMYCOBACTERIUM,
Nitratos Catalasa Semicuantitativa
M ves . + -
M. gadium. + + |
M. djerpboferi - -
Pi Bt Catalasa Nitratos igalacto.idau%
M tum. - - + -
M._vaccae. + - - -
M. parafortuitum.| + - + -
M. _aichiense. + * - =
M._gqilvum. + + + -
M. _valentiae. + - + +
. Desarrollo Acti-

_Pigmento Catalasa Nitratos oC
M._auyrum. + - - - -
M; _neoaurum. + - - - +
M. _chubuense. + - + - +
M. aari. + + + + +
M. obuense. + + - - NT
M valij + + + - +
M, chjtae. - + A - -
M. _thermoresistible, + + + + +
M. phlei + - + + +

Nt; no se tienen datos acerca de esta prueba.

Tomada de: Revista Latinoamericana de Microbiologfa. Vol. 19,

1977.
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Cont 5

Xilosa como fuente de carbono _alactosid
M. phlei. + +-J!$
M. aurum, + -
d._necaurum. + -
M. chubuense. + _
M, aari. + -
M..obuenge. + -
M. duvalid. - -
M. chitae, - -

- —_— = — — — — - Lo T P el il ,r — — iy
M. thermoresistible. - -

Pigmento amarillo,

M._chelonei subespecie.
cheloned., -
M._xhodesiae. +
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Cabrada - Bravo y Pérez - Rostro en 1970, realizaron
un estudio diferencial del género Mycobacterium en el que se -
valor$ la capacidad de reducir el salicilato en catecol y su tg
lerancia al &cido picrico. (18).

La reduccién del &cido picrico y del &cido salisilico
por las Mycobacteria se ha estudiado con interés por los japong
ses. Tsukamura demostrS la conversién del salicilato en catecol,
empleando cepas de M ujtum en medio sintético de Sauton -~
(136) ; observé que el medio tomaba un color oscuro después de -
cuatro dfas de incubacién. E1 mismo autor logré demostrar por -
cromatografia y por medio de los espectros de absorcién, que --
el producto de color negro tenfa una absorcién m&xim; a 275 nm.
correspondiente al catecol (18).

Se sabe también que la  produccibn del salicilato --

es positiva en M, borstelense, M, abscessus, M, pereqripum y la
mayorfia de las cepas de M, fortujtum.

La tolerancia al picrato se aprecia cuando existe un-
desarrollo abundante de la cepa y, ocasionalmente, se acompafia-
de un cambio en la pigmentacién del medio, de amarillo canario
hasta café oscuro.

Se ha demostrado que la mayoria de las Mycobacteria -
del Grupo IV (crecimiento r&pido) tolera al picrato, excepto, -

M, borstelenge. Las especies de crecimiento lento, en general,-
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no toleran al picrato, con algqunas excepciones.

La diferenciacién entre M, tuberculosis y M, bovis -
fue estudiada por Nogueira y Carvajal (88) el estudio de 21 ce
pas de Mycobacteria de diferentes especies cultivadas en medio
de Dowensteip-Jensen, caldo - papa - glicerina, bilis, papa - -
glicerinada y sales biliares - caldo - papa glicerinada, permj
ti6 demostrar la observacién de Calmette sobre 1la inhibicién-
de las Mycobacteria de origen humano en medios con bilis de bg
vino, que se debe a las sales biliares y no a la bilis total.-
As{ mismo, los autores comprobaron que las Mycobacteria de orji
gen bovino crecen en medios de cultivo con sales biliares y --
ejercen cambios en los componentes de éstas.

Por cromatograf{a en capa fina y usando el solvente-
n- butanol, A&cido acético, agua (4:1:4), se demostré la exis--
tencia de seis componentes en las sales biliares de bovino. --
Con este procedimiento pudo demostrarse que M, bovis produce-
un patrén de transformacién especifico de estos componentes y-
origina la aparicién de una nueva mancha menos polar, posible-
mente por una transformacién ceténica, y que se identifica pax
el color que produce al revelarla. Las dem&s Mycobacteria pre-

sentan patrones de transformacién diferentes de M, bovip.

3.~ Métodos guimicos utilizados para la clasificacién de Mvco-
bactexia no tubexculosa.
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Smith y col. (118) caracterizaron las especies micg
bacterianas utilizando cromatografia en columna y espectroscg
pia infrarroja para detectar miococerenatos de fioceral espe-
cificos.

Posteriormente, se publicaron muchos estudios basa-
dos en cromatograffa en capa fina, para anflisis de lipidos y
glicolipidos con el fin de clasificar a las Mycobacteria no -
tuberculosas.

Jenkins, Marks y Schaefer (70) realizaron un estu--
dio de Mycobacteria de desarrollo r4pido no cromogénicos y --
oportunistas, designadas como Grupo IV. de Runyon, utilizando-
cromatograffa de 1{pidos en capa fina sobre sflica gel y prue
bas de seroaglutinacién estas dos Gltimas técnicas usadas por
primera vez para clasificar a las Mycobacteria se complemen--
tan perfectamente. Tanto los an&lisis de l{pidos, como las -~
pruebas de seroaglutinacién y consumo de aglutininas especifji
cas, dan resultados que permiten la identificacién de las si-
guientes especies: M, fortuitum M. perxeqrinum, M. borstelen-
8o y M, abscosus.

Tsukamura y Mizuno (136) diferenciaron las especies
micobacterianas incubando con 832 por medio de la metionina -
y obtuvieron diferentes patrones cromatogr&ficos de 1l{pidos -

con_manchas radioactivas.




La pirSlisis con cromatogréfia gas -~ liquido de cé-

lulas completas, fue utilizada satiasfactoriamente por Reiner-
y.col(;oo) para la identificacién de diferentes cepas de MycoQ
bacteria y asi poderlas clasificar.

Lucchensi y col. (134) fueron los primeros én demog
trar que las Mycobacteria podian diferenciadas por cromatogra
fia gas - liquido por medio de extractos lipidicos metilados.
Thoen (134) demostrS con mis detalle que M. kansasii y M. ma-
rinum podian ser distinguidos de otras especies por la ramifji
cacién caracteristicas de las cadenas de Acidos grasos.

Larsson y Mardh (101) observaron diferencias consig
tentes entre esteres metilicos de &cidos grasos y metil glicé
sidos trifluoroacetilados de células completas lisadas con mg
tanol, sobre 10 cepas de M, avium, M. kansasii, y M. tubercu-
losis trifluoroacetiladas.

Tinsdall, Roberts y Anhalt (134) en 1979 identificay
ron y clasificaron especies micobacterianas utilizando croma-
tografia gas - l{gquido. Los microorganismos fueron saponificpy
dos en NaOH con metanol y la mezcla fue tratado con Br3 en meg
tanol extrayendose la porcién lipidica con una mezcla de hexp
no y cloroformo. El esquema de clasificacién €ue ol'niguiontcz

de 81 aislamientos, el 64% fue identificado hasta el nivel de

especie y @l % restante hasta el nivel de grupos de no mfs de
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2 o 3 especies.
Los grupos consistieron de las siguientes especies:

M, tuberculosis, M. bovis y M. xenopi: M. avium (complejo). =~

M., gastri y M. scrofulaceum; o M. fortuitum y M. chelonei. De

manera particular todas las cepas de M. gordonae y M kansa-~
sii fueron identificadws hasta el nivel de eapecie. M tuber-
culosis fue identificado definitivamente en un 85% de los ca-

808.

4.~ Clasificacidédn actaal.- Runyon en 1974 reconoci a 10 espe

ciles micobacterianas como causantes de infeccién en el hombre.

Estas eran: M. leprae, M. ulcerans y M. tuberculosis (comple-

jo que incluye a M. tuberculosis, M. boyig y M., africanum). -
M, avium - scrofulaceum frecuentemente abreviado como Grupo --
MAIS y que incluye a las especies de M, intracellulare, M. --
kansagii, M, marinum. M, simjae, M. szulgai, M. xenopi y el -

compleio M. fortujtum - chelonei. (110).

Recientemente las especies descritas como patSgenas
y como sapr6fitas se han incluido en una lista aceptada y pt-
blicada por el Comjté en Bact logia e Inmuno

Unién Internacional de Lucha contra la Tuberculosis. (58).

La tabla 7 muestra las especies del género Mycobac-

" terium qQque han sido aceptadas por este Comité.

Muchas de las especies mencionadas no se encuentran
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con frecuencia. M. africanum es una especie intermedia entre -
otras dos gue son M. tuberculosis y M.,bovis y actualmente su-
.distribucién geogrifica esti limitada a las regiones africanas.
M. ulcerans produce ulceraciones dérmicas y el microorgaﬁiamo—
desarrolla lentamente, su temperatura Sptima es de 33° C y no-
todos desarrollan a 25 a a 37° C.

M. agjaticum se ha aislado de lesiones pulmonares en
monos y por hallazgos de R. Good (58): en raras ocasiones, pue
de estar asociado con enfermedades en el hombre. Puede ser cop
fundido con algiin otro fotocromSgeno en base sus caracteristi-
cas coloniales.

Existen escotocrombgenos no patégenos que colonizan-
la cavidad oral y deben ser diferenciados de las cepas patége-
nas.

M. avium v M. _intracellulare son especies muy rela--
cionadas y no pueden ser efectivamente separadas en basea sus-
caracter{sticas culturales. La tipificacién serolSgica, el uso
de pruebas cutfineas con antigenos especificos y las pruebas de
patogenicidad, se han utilizado para lograr la separacién de -
las especies (22).

M. malmoensg aislado en Suecia y M, haemophilum ais-
lado en Israel son 2 nuevas especies cuya distribuciédn es adGn-

poco conocida (58).
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Los procedimientos serolégicos han sido de mucha utj
lidad para identificar y clasificar a las Mycobacteria no tu--
berculosas y en estudios epidemiolégicos. Recientemente los 56
sueros utilizados para tipificar al complejo M. avium, se han-
reducido a 6 lotes en fﬁncién de simplificar las pruebas de --

.aglutinacién. En vista de que las cepas utilizadas para la pro

duccién de antisueros no se han estandarizado, la reproduccién -

de los resultados no es muy factible. Sin embargo, el procedi-
miento es Gtil para identificar 28 serotipos del complejo M. -
avjum, 3 tipos de M. scrofulaceum, 7 tipos de M. gordonae y --
2 tipos de M, marinum y M. fortuitum, M. chelonei, M. Xansasiji
y M. sgulgaji que estin compuestos de tipos homogéneos.

La tabla 8 muestra los serotipos micobacterianos ac-
tualmente reconocidos por pruebas de aglutinacién.

En 1954, cuando Timpe y Runyon (36) clasificaron a -
los microorganismos &cido - .alcohol resistentes relacionados -
con infecciones en el hombre, surgi$ el término atipicos para-
describir a las Mycobacteria no tuberculosas. Actualmente se -
conoce que no son atipicas del género y tienen caracteristicas
reproducibles para: lograr su identificacién y los términos mfs
apropiados para designarlas son: Mycobacteria no tubsrculosas-
o Mvcobacteria diferentes de bacilo tuberculoso.




Grupo de
Runyon.
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ABLA 6.

Nombre del Especie Sinénimo Incorrecto.
Co e
M., leprae.
ulc 8 buruli.
TB M, tuberculogis.
M. bovis.
M. marinum, Dbalnei, platypoecilus.
M. kansasii. luciflavium.
M, gimiae. . habana.

Scrofulaceum M, gscrofulaceum marianum, parafinj
cum

M. szulgai.
M, goxdonae. aquae.
M, xenopi. littorale.
Avium M. avium,
M, intracellulare Battey, brunense.

Terrae. M. nonchromoqenj-
cum.

M, novum.
M, terrae.
M, txiviale,
Fortuitum, M, fortuyjitum, ranae, minatti, giae.
M, chelonei. ' bozstelense.
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M. chelonej subes runyonii, abce
pecie chejonej, ssus.

M., dierphoferi. .

M \'4 ns

M, phlei. moelleri.
M, smeqmatis.

M, vaccae,

Tomada de: Manual of Clinical Microbiology 1974 Cap.




Mo. 20, Oct. 1979.

c

M, senegalence.

t no Unidn t uc
contra la Tu culosis.
Grupo, PatSgeno - Patdgeno ocasional e no
estrict tenc . Patbgeno, .
Desarrollo len M. tuberculosjs.
to o no culti- M, bovis.
vables y pat6- M, africanum.
genos estrictos. M, ulcerans.
M. leprae,
Fotocrombgenos. M, kansasgii.
M. _maxinum.
M. simiae,
M, agiaticum,
Escotocromégenos. M, gcrofulaceum. M. gordonge.
M. szulgai. M. \ n ’
M. _xenopi.
No. Fotocrombge- M, avium. M-terrae.
nos. M, intracellulaxe. M, triviale.
M. malmoense, M, ponchromogenicum,
- M. _haemophilum.
De desarrollo M, _fortuitum M. _vaccae,
répido. M. _chelonie. M, smeamatis.
M. phlei.
M. parafortuitum.
M. _neoaurum.
M. thermorxesjistible.
M. chitae,
M, aadium,
M. _gilvium,
M., duvalii,
M. aurum.
Patégenos de M. _lepraemurium.
animales. M. _microti.
M. paratuberculosis.
M._farxciroqenes.

Tomada de: Clinical Microbiology Mewslatter. Vol, I -




Complejo o
es ie.
Complejo M. avium

tipos avjum e jntra-
cellulare.
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[y
NN EWNE-A

Homogéneo

Tipos por nombre.

o _numero antiquo.

M, avium 1,

11,
Iv

v
Vi
VII
Davia
Watson
1lla
111b
Howell
Chance
Boone
Dent
Yadle
Wilson
Altman
Darden
Arnold

111

Brockett

Cox
Harrison

scrofulaceum
Lunning
Gause
Cole
Kowal
Marshall
Szent
Puntal
Moore
Lanton
Brown

M. pereqrin .
M. abscessus.
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M. szulgaji Homogéneo
M. kansasii : Homogéneo

Tomada de: American Review of Respiratory Disease. Vol. 119,

1979.




CAPITULO ITX

PATOLOGIA

El descubrimiento del bacilo tuberculoso por Koch ==
fue anunciado en 1882 y después, en los finales de ese siglo,-
se describieron una gran variedad de Mycobacteria de origen --
bovino, de aves, de peces, de reptiles y sapr6fitas. En los ==
primeros afios del siglo 20 se publicaron reportes esporé&dicos-
de aislamientos de Mycobacteria no tuberculosas a partir de --
especimenes clinicos, pero las Gnicas Mycobacteria considera--

das como patSgenas para el hombre eran M, tuberculosis y M, --

bovis y los clinicos estaban demasiado ocupados en hacer fren-
te a la tuberculosis ordinaria. En los afios 50 cuando los cul-
tivos comenzaron a realizarse en forma rutinaria, mfs que el -
simple frotis para bacilos &cido - alcohol resistentes y cuan-
do la prevalencia de la tuberculosis comenz6 a declinar, sur -
gibé un nuevo concepto de la infeccién micobacteriana.

La correlacién entre los hallazgos clinicos y los --
bacteriolégicos llevaron a un mejor entendimiento entre las --
pequefias pruebas cuténeas con tuberculina y las infecciones --
con microorganismos diferentes del bacilo tuberculoso..

Cuando se describieron el granuloma de albexca y la-

ilcera de Bairndale, numerosos articulos de destacadas publi--

caciones durante los afios de 1953 y 1954, trajeron la eviden -




cia de otras Mycobacteria que son patégenos importantes para -

el hombre.
El pfopésito de este capitulo es revisar y compen =-
diar el conocimiento actual de las Mycobacteria no tuberculo -

sas Yy las enfermedades asociadas con ellas.
l.- Enfermedad Pulmonar.

l.1.~- Consideracioneg clfnicag. La enfermedad pulmonar crénica
semejante a la tuberculosis representa el mfs importante pro-=~

blema clinico asociado con las Mycobacteria no tuberculosas, =

siendo M, kangasij y M, avium - intracellulare los patSgenos -

mis comunmente aislados. Un gran n(mero de reportes incluyendo
casos en los que se trata con mfs de una especie micobacteria-
na han sido publicados. De entre estos algunos especializados-
en casos de enfermedad pulmonar asociada con M. kansasii, ---
otros concernientes a la enfermedad causada por el complejo --

M, avium - intracellulare (2, 4) y algunos mfs que enfatizan -

la importancia de especies como M, gcrofulaceum y el complejo-
M, fortuitum - chelonei (43, 69, 129).

Existen diferencias sutiles con respecto a la tuber-
culosis ordinaria, que caracteriza el caso promedio.

La causa verdadera de la enfermedad pulmonar, gene -
ralmente no es descubierta en primera instancia por el labora-

torio y justamente como en la tuberculosis, existe una gran va
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riacion en la historia clinica, que van de desde lesiones mini

mas asintomdticas descubiertas por un exdmen radiolégico ruti-

nario, hasta una repentina heméptisis con severa cavitacién.
El caso promedio de enfermedad pulmonar debida a M.-

kansassi o M. avium - intracellulare se presenta en hombres -

de raza blanca con edad aproximada de 48 afios con antecedentes
de enfermedad pulmonar crénica, tal como obstruccién pulmonar-
crbnica o silicosis con historia de tos productiva, sudor noc-
turno, febriculas y pérdida moderada de peso, de no mis de =-
tres meses de duracién.

La radiografia muestra fibrosis y una cavidad de pa-
redes delgadas a nivel del 18bulo superior derecho, siendo el-
esputo positivo a la presencia de bacilos &cido alcohol resis-
tentes.

Las investigaciones revelan que no existen en estos-
pacientes antecedentes familiares de tuberculosis, ni ninguna-

posibilidad o fuente de contagio (162)

1.2.- Condjciones predisponenteg. La mayorfa de los reportes -

estudiados revelan que la enfermedad pulmonar generalmente ocy
rre en hombres de edad media, presentandose como enfermedad =-
pulmonar crénica.

Las lesiones pulmonares pre-existentes se han notado

en cagl todos los casos reportados de enfermedad pulmonar cau-
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sada por M. fortuitum - chelonei y M. scrofulaceum y aproxima

damente con la mitad de los casos reportados de M, kansasgji.
Las condiciones predisponentes mis comunes son la-
pneumoconiosis, tuberculosis previa, bronquitis crénica,. en -
fermedad pulmonar obstructiva crénica, bronquiectasias y as-:
piracién crénica por enfermedad esofigica. Sin embargo, se de
be enfatizar que la enfermedad puede ocurrir también en muje-
res, hombres jévenes y en hombres de edad media, sin una apa-
rente enfermedad pulmonar o deficiencia en inmunidad celular.
La relacifén entre la silicosis y las enfermedades -
micobacterianas es un hecho bien estudiado; los cuyos silicé-
ticos revelan una enfermedad progresiva y crénica cuando se -~
les inocula Mycobacteria de baja patogenicidad tales como el-
BCG. De un total de 89 casos de enfermedad pulmonar causada -
por el complejo M, avium-jintracellulare eﬂ Inglatexrra y Esco-
cia, casi la mitad ocurrié en hombres que tenfan ocupaciones-
relacionadas con el manejo o que estaban en contacto con pol~-
vo, como los mineros de las minas de carbSn que presentaban -
pneumoconiosis. De acerca de 83 lijadores de la ciudad de New

Orleans con antecedentes de silicosis, 22 revelaron complica-

cibn por infeccién micobacteriana, 3 debido a M, intracellu -
lare, 10 a M, tuberculosis vy 9 a M, kangagsi. La importancia-

de la exposicién al polvo se ha estudiado en Escocia y Sudf -

frica; en ambas naciones se encontrd que los mineros estén --
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predispuestos a una infeccién por M, kansasii. Otra ocupacién
predisponente es la de los soldados; muchos de los casos re ;
portados en Cleveland de enfermedad pulmonar asociada con My-
cobacteria no tuberculosas, corresponden a pacientes que te -
nfan esa ocupacién (162).
's\ La enfermedad esoffigica que causa aspiracién créni-
ca, se ha considerado como condicién predisponente para la ;-
aparicidén de enfermedad pulmonar micobacteriana, De los 17 ca
sos reportados, todos estidn asociados especificamente con el-
complejo M, fortuitum - chelonei (16)i

La incidencia de enfermedad micobacteriana en pa --
cientes con enfermedades malignas fue estudiada por Ortbals y
Marr (91). Revisaron 162 casos con 1nfecci6n‘micobacter1ana Yy
los microorganismos responsables en un gran nGmero de pacien-
tes fueron M, kansasii y M, avium intracellulare. En el hospi
tal M. D. Anderson y en El1 Tumor Institute, 65 casos de cada-
100, 000 pacientes tenfan infeccib6n micobacteriana. De 59, 29
estaban infectados con M, tuberculosis, 30 con Mycobacteria -
no tuberculosa y de éstas, las mfs frecuentemente aisladas --
eran M, kansasii y M, fortuitum.

La incidencia de infeccifn micobacteriana en paciep
tes con cncer es tres veces mayor que la de la poblacién ge-

neral del estado de Texas (91).

Otra de las condiciones predisponentes encontradas-
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por Ortbals y Marr en su estudio fueron: enfisema pulmonar, -
alcoholismo crénico, diabetes mellitus, enfermedad renal y te
rapia con esteroides.
1.3.- Djagqnéstico. Debe enfatizarse que los hallazgos encontra
dos por un estudio radiolégico de tbrax en una micobacterio ;:
sis, pueden también encontrarse en la tuberculosis ordinaria,-
por lo tanto no pueden ser usados para dar un diagnéstico defi
nitivé. Los hallazgos radiolégicos que pueden considerarse con
ciertas caracteri{sticas diferenciales son; incremento relativo
de la extensién de la cavidad en el pulmbdn afectado, las cavi-
dades son de paredes delgadas con una infiltracién menos densa
alrededor de &stas, la lesiédn es menos broncogénica, ios seg--
mentos implicados son el apical y anterior en la parte supe —-
rior de lo0s 16bulos, la reaccién pleural es menor en la base,-
se observan freas irregulares translicidas y lineas suaves ra-
diando de cada lesifén. Tsukamura apunta que probablemente las-
cavidades de paredes delgadas representan una infeccién prima-
ria, pero las lesiones fibrosas de la cavidad son producto de-
una infeccién .secundaria de un pulmbn previamente dafiado (162)
El exfimen histolé4gico de tejido pulmonar obtenido --
por biopsia o extirpacién quirGrgica tampoco ayuda mucho para-
realizar un diagnéstico diferencial . Sin embargo, algunos pup

tos han sido mencionados como caracteristicos y son: la fre --
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cuencia de endobronquitis, asf mismo el incremento en el nfme
ro de macrbfagos y células gigantes con gotas de grasa, y ca-
vidades irregulares con comunicaciones bronquiales recubier -
tas de tejido granuloso. Por otra parte, los hallazgos histopa
tolégicos de pulmones de pacientes infectados con M avium --
intracellulare no pudieron ser distinguidos de las lesiones -
producidas por la tuberculosis ordinaria por 27 distinguidos-
patblogos (37).

Las pruebas cutfneas diferenciales son Gtiles en el
diagnéstico en ciertas situaciones. Los antigenos se elaboran
utilizando cepas bienconocidas, cuyos filtrados de cultivos se
purifican parcialmente para obtener derivados protéinicos. De-
bido a que los antfgenos se encuentran distribuidos sobre to+-
das las especies micobacterianas, no es raro encontrar reaccig
nes cruzadas extensas que interfieren para dar una correcta ip
terpretacién.

Ademis, los antigenos disponibles no esté&n estanda -~
rizados en su potencia en cuyos, para ser bioequivalentes en -
humanos monoinfectados:; los disponibles actualmente y utiliza-
dos extensamente en los EE.UU, son preparados por el CDC (Cen-
ter for Disease Control), bajo las siguientes siglas PPD-B de-
una cepa de M, intracellulare: PPD-G de una cepa de M, gcrofu-
ljaceum; PPD - Y de una cepa de M, kansasii. Estas pruebas pare

[

cen tener mayor utilidad cuando se realizan en nifios pequefios,
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debido a que estos pacientes no han tenido tiempo para sensibi
lizarse ante otros antfgenos micobacterianos y reaccionan --
como los cuyos monoinfectados. Sin embargo, las infecciones --

con M, scrofulaceum y M, avium intracellulare no pueden ser --

distinguidas una de la otra.

El aislamiento de las Mycobacteria no tuberculosas -
puede ser persistente o intermitente; la persistencia de culti
vos positivos con un gran nfimero de microorganismos de la es -
pecie dada se presenta cuando el pulmbén se encuentra previamen
te daflado. La obtencién de cultivos intermitentes se asocia --
con una colonizacién mfs lenta del tracto respiratorio, sin --

una aparente relacién con la enfermedad.

1.4.- Patogenja. La patogénesis de la enfermedad pulmonar en -
el adulto es algo que todavia permanece oscuro sin embargo, --
hay 2 teorfas: la. posiblemente se debe a la aspiracién de ae-
rosoles infectados que una vez localizados proliferen en freas
especificas del pulmbn y 2da. puede deberse a la reactivacién-
de un bacilo latente e inactivo que ha sido adquirido previa--
mente.

Los resultados de pruebas cuténeas en nifios y en re-
clutas navales jSvenes, sugiere que la infeccién ocurre en una
época temprana de la vida: sin embargo, la enfermedad pulmonar

en nifios no es comfn.




76

Tsukamura enfatiza gque las diferencias radiolbgicas
entre la infeccién primaria y la secundaria, ocurriendo es -~
ta Gltima en la época de vida media del adulto, dan ejemplos-
de una aparente sobreinfeccién de cavidades tuberculosas por-

M, intracellulare (162).

Son necesarios mis estudios para aclarar los meca -

nismos de la patogénesis.

1.5.- Enfermedad pulmonar asociada con especies menos comu =~

hes,

M. xenopi. Desde que se reconocié como patbSdgeno pa-
ra el hombre en 1965, un total de 50 publicaciones mencionan-
casos de enfermedad.pulmonar debida a M, xenopi (46, 132).

No existen caracteristicas distintivas, ni condicig

nes predisponentes diferentes en este tipo de infeccién.

M, scrofulaceum. Reportes gque describen la experiep
cia en el manejo de infecciones por Mycobacteria no tuberrculg
sa provenientes de muchos hospitales y de laboratorios de re-
ferencia, incluyen una pequefia proporcién de casos de enfer -
medades pulmonares asociadas con Mycobacteria escotocrémége -
nas (129).

M, szulqai. SSlamente se han reportado 10 casos de-
enfermedad pulmonar asociada con esta especie micobacteriana-

(84, 110). No existen caracteristicas especiales para este tj
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po de enfermedad comparadamn las causadas por otras Mycobacte
ria,

M. simjae. Se han publicado solamente 2 casos de in
feccién pulmonar por este microorganismo, el primero de una mu
jer de 88 afios e edad procedente de Los Angeles y el segundo-
de un hombre que tuvo un carcinoma pulmonar, gque se habia ex--
tirpado previamente al desarrollo de la enfermedad.

La cepa se obtuvo por cultivo de material obtenido -
por lavadoa brongquiales y de tejidos extirpados con granulomas
caseosos. Bste paciente era manejador de monos.

M. fortuitum - chelonei. La dificultad en establecer

la relacién entre estas Mycobacteria de desarrollo r&pido y la
enfermedad pulmonar ha sido discutida por muchos autores (4, -
30). En algunos casos, sin embargo, se ha establecido su asgo
ciacién con enfermedades invasivas. En un reporte de 9 casos-
se aislé M. chelonei de cavidades de lesiones caseosas de teji
dos pulmonares extirpados. La edad de los pacientes fluctuaba
entre los 25 y los 50 afios (137).

De una serie de 7 casos bien conocidos y estudiados-
procedentes del Hospital Nacional Judfo en los Estados Unidos,
se aislaron en 5 casos M. fortuitum y en otros 2 M., chelonei.-
Habia hem&ptisis, tos y pérdida de peso en 6 de los casos, tres
de los pacientes sufrian de artritis reumatoide y 2 de ellos -
presentaban anergia cut8nea, pero la respuesta de los linfoci-

tos a la fitohemaglutinina fue normal. El estudio histolégico
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del pulmdn en 2 de los pacientes demostr® granulomas caseosos.
Uno de los pacientes murié de una hemorragia pulmonar masiva,-
Y los autores concluyen que las Mycobacteria de desarrollo r&-
pido pueden producir lesiones pulmonares cavitarias potencial-

mente fatales (43).

1.6.- Epidemiologia. En contraste con la tuberculosis, la en-
ferTedad pulmonar asociada con Mycobacteria no tuberculosas ge
neralmente no se trasmite de persona a persona y la teoria --
m&s aceptada es que el conéagio se realiza por el contacto con
alguna fuente del medio ambiente. Sin embargo, se han realiza
do numerosas revisiones de casos con réapectp a la posibilidad
de transmisi6én de la enfermedad por un contacto de persona a -
persona. En 1963 se describié un caso de un hombre y de su es

posa, en el cual el hombre tenia una colonizacién M. xenopi en

un pulmdn previamente dafiado, y en su esposa se demostrS la co

lon%ggé}éh;dé*tracta“féiﬁiratori;véor el mismo microorganismo.

e

”’Wﬂww&uﬂnincon y Gilberts (162) describen el casu de 2 parientes con -
osteomielitis diseminada y otro reporte que describe a 2 herma
nos, los cuales desarrollaron enfermedad debida a M. kansagii,
ambos eran casados y vivian aparte teniendo un contacto ocasig
nal, uno de ellos comenzd con la enfermedad un afio antes que -

el otro.

Bl tipo 6 de M. intracellulare (162) se aisl6 en Clg

veland de un pulmén dafiado en una autopsia de un hombre de - -




avanzada edad y algunos afios después se aislé el mismo tipo de
microorganismo de un pulmén removido de su hijo. Del Hospital
de Caridad de New Orleans se reportaron 9 casos de enfermedad
pulmonar, en un perfodo de 5 afios, presentados en empleados --
del mismo hospital infectados con M, kansagii (162)

Hay otro reporte de 3 casos con enfermedad pulmonar
asociada con M, kansagii en soldadores de Ohio (162).

Existe, sin embargo, la posibilidad de que el contag
to con una fuente comin de contaminacién en el medio ambiente,

sea el mecanismo de transmisién.

2.- a M cterana

2.1.- Consideraciones clinicag. La mayorfa de los casos se pre¢
senta en nifios de 1.5 a 5 afios, sin embargo hay reportes de ep
fermedad en nifios con edades que fluctfan entre los siete me -
ses y 12 afios, Los ganglios afectados son generalmente los pa-
r6tidos, preauriculares y postauriculares, que se encuentran -
en la parte alta del cuello, justo abajo del maxilar, aunque -
los ganglios inguinales, femorales, los de la regién epitro —-
clear v los axilares pueden también ser afectados. La enferme-
dad es unilateral y aparentemente consiste de la formacién de-
una sola masa de forma y tamafio indefinido, aunque los ciruja-

nos han encontrado mfés de una de estas formaciones en los nédu
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dulos. No hay dolor o debilidad y los nifios son .clinicamente
sanos.

Los nédulos progresan ripidamente hacia el ablanda
miento, ruptura y formacién de colecciones que drenan, esto-
es cavidades o tractos estrechos y alargados que se extien--
den desde el foco de la gsupuracién y sirven para la descarga
de pus.

Algunas veces el desarrollo de la enfermedad se de
tiene y los n6dulos pueden permanecer por un tiempo estacio-~
narios e involucionar lentamente. La cicatrizacién ocurre -

con fibrosis y calcificacién.

2.2.- Diagnéstico. Cuando sedispone de antigenos especiales,
estos pueden ser Gtiles para realizar un diagnéstico diferen
cial. En.relacién con el agente etiolbgico, debido a que -
las reacciones al PPD-B, PPD-A 6 PPD-G son generalmente mayo
res que las reacciones haci& la tuberculina. Estos resulta-
dos dependen del agente etiol6gico, porque la infeccién de~
bida a M., scrofulaceum o M avium - intracellulare pueden -
sensibilizar al nifio hacia los tres antigenos mencionados. -
La infeccién con M kansasil muestra reacciones cutfneas ---
equivalentes tanto al PPD, como al PPD-G (obtenido de una ce

pa de M, kansasii) (116).

Los ganglios afectados son grandes, débiles y rodea
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dos de una zona edematosa, la fiebre es prominente y puede ha-
ber signos de infeccibén estafilocbdcéica o estreptocbceica. Los
n6dulos tuberculosos que se encuentran en la regién supracla -
vicular o en el trif&ngulo posterior del cuello estén acompafiar
dos de evidencia de tuberculosis, especialmente en el pulmén.

Existen condiciones que pueden ser confundidas con -
una adenitis micobacteriana como son, la fiebre por el rasgu--
fio de gato, parotiditis, el tumor en las parétidas o gl&ndulas
salivales, el linfoma y el tumor metastasico.

Ocasionalmente puede ser Gtil labiopsia de un ganglio 86
1ido o el aspirado obtenido de un ganglio reblandecido, para -
propésitos de diagnéstico. Las caracteristicas histopatolégi -
cas por s{ mismas, no son suficientes para diferenciar entre -
una tuberculosis y una adenitis micobacteriana., La fiebre del--
rasgufio de gato y algunas otras infecciones pueden producir ==«

una inflamacién de tipo granulomatoso con un caracter piogéni-

co dimbérfico.

2.3.~ Agentes etiolégicog. Hay tres especies involucradas, c¢on
una marcada distribuciédn geogr&fica. M, kansagij domina como -
agente etiolégico en la ciudad de Dallas (116). Estudios lleva
dos a cabo en Australia y Alemania revelan que M, avium intra-

gellulare dominan sobre aislamientos de otros escotocrombgenos
(162).
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En un estudio realizado en Cleveland sobre 62 casos
de nifios con adenitis micobacteriana resultaron 44 cultivos -
positivos de ganglios linfiticos, aisléndose 36 cepas de M. -

gorofulaceum, 6 de M, intracellulare, 1 de M, kansasii y otro

de M, fortuitum. El complejo M, fortuitum —-chelonei es el --

que tiene la menor proporcién como agente etiolédgico en este-

tipo de infecciones (136, 162).

2.4.- Patogénesis. El mecanismo de infeccidn hacia los gan -
glios periféricos est& poco aclarada, posiblemente las vesicuy
las infectadas se rompen en la piel del:- pie involucrando a --
lo8 ganglios inguinales, a los de las manos y a los de la re-
gién epitroclear. En un caso de adenitis inguinal bilateral -
en una nifia de 5 afios de edad, la infeccién estaba asociada -
con vaginitis y esto sugiere que la via de entrada del Myco -
bacterium fue la vagina,

Lasg dreas infectadas gque pueden drenar a los gan -=
glios submaxilares incluyen: la boca, la faringe, la mucosa -
gingival, los labios y la parte anterior de la cara. En algu-
nos casos la infeccibén sigue después de la presencia de dien-
tes cariados o infectados o de la administracién de anéstesi-
cos dentales.

Sin embargo, no existe una localizacién definida --

del evunto.
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Chapmam y Guy (116) aislaron tres cepas de M kansa -
81l de exudados farfngeos en 43 nifios normales.

Stewart encontré solamente 3 cultivos positivos de --
Mycobacteria en 912 exudados nasales y faringeos siendo los mi-
croorganismos aislados: M, avium -~ intracellulare, M, fortuitum
y M, scrofulaceum (162).

Debido a la localizacién de los ganglios en el maxi -
lar, es natural sospechar que las &reas tonsilares son una posi
ble via de entrada. En resumen existe una evidencia circunstan-
cial fuerte de que los ganglios linf&ticos se infectan con My--
cobacteria por una via que se origina en la boca y el cuello, -
pero Ginicamente y raras veces, la entrada se ha documentado ---
claramente.

Se han aislado cepas similares a aquellas cultivadas-
de ganglios infectados, en una pequefia proporcidn de exudados -
nasales y faringeos, pero el traumatismo a la mucosa gingival -
y faringea de los nifios, puede ofrecer una via de entrada a los

ganglios submaxilares.

2.5.- Tratamiento. El tratamiento de eleccién es la total remp
cién de los ganglios infectados. Muchos investigadores han recg
mendado el uso de tratamiento antimicrobiano, pero no existen -

estudios controlados para fundamentar esta recomendacién. En =-
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las infecciones causadas por M, kansasii, parece ser que hay -
cierta respuesta hacia las drogas, pero en las infecciones cau
sadas por M, scrofulaceum o M, intracellulare éstas requieren-
un tratamiento intensivo con un régimen de tres o cuatro dro -
gas. En ocasiones no es posible la extirpacién aséptica del --
ganglio, debido a una previa incisién, a drenaje o una ruptura
espontfnea con formacién de colecciones que drenan. Ademis, --
pueden existir ganglios satélites que permanezcan después de -

la extirpacién.

3.- Infecciones Micobacterianas en Tejidos Blandos.
Este tipo de enfermedad incluye a una proporcién sig

nificativa de Mycobacteria no tuberculosas.

3.1.- Legsiones nodulareg cutfineas digseminadag y multicéntri --
capg. Estas lesiones se han reportado raramente. M, kansasii --

fue el agente causal en 2 casos (67): hay otros reportes que--

implican a M, gzulgai y M, chelonej (32, 11), y a un nuevo pa-
tégeno designado con el nombre tentativo de M, haemophilum --

(122, 123). La mayoria de los casos involucra a personas apa--
rentemente normales que desarrollan lesiones nodulares que pro
gresan hasta la ulceracién de los ganglios linffticos y forma-

cién de colecciones que drenan: en algunos casos, la lesién --

presenta una apariencia verrucosa crénica.
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3.2.- Abscesos localizados. Existen muchos reportes de forma-

cién de abscesos localizados en sitios de inyecciones o des--
pués de un traumatismo o heridas quirGrgicas; la mayorfa de -
estas infecciones son debidas a Mycobacteria de desarrollo --
répido como M, fortuitum 6 M, chelonei,

Las inyecciones de insulina, penicilina, dextranas-
férricas, BCG e histamina, pueden producir abscesos.

Borghans y Stanford (11) reportan una epidemia de -
50 abscesos producidos por una vacuna contra difteria - B, ==
pertussis - tétanos y poliomielitis administrada a nifios pe--
quefios en un centro de salud de Holanda. Los abscesos mostra-
ban ser de origen micobacteriano. En las investigaciones lle-
vadas a cabo sobre la vacuna remanente en el centro de salud,
la via de infeccién no pudo ser confirmada eficazmente; pero-
existen evidencias circunstanciales fuertes, de que los proce
dimientos usados para la preparacién y administracién de las-
dosis individuales de la vacuna en particular, fueron respon-
sables de gue ocurrieran los abscesos. La respuesta a la tu -
berculina y a un antigeno preparado de una cepa de M, chelo -
nel en los nifios vacunados y que desarrollaron abscesos, mue-
tra que el agente responsable de la formacién de éstos es de-

origen micobacteriano.
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3.3.- Abscesos formados después _de un tratamiento o de cirugfa,

Algunos de los casos en esta categorfa, han demostra-
do sorprendentemente que existe un perfodo muy largo entre el -
trauma original y el principio de la infeccion. Las heridas de-
guerra, las provocadas por instrumentos punzocortantes, o por -
navajas de podadoras de césped y espinas, constituyen un meca -
nismo que ha servido para inocular las Mycobacteria dentro de -

los tejidos.

3.4.- _hggézgn_lggglgg_gggégggg. Se reporta el caso de un ab --

ceso en la glindula tiroidea~producido‘por M. chelonei, en una-

nifia de 4 afios de edad con antecedentes de una infeccién en - -~
vias respiratorias altas. La enfermedad se caracterizé por la -
presencia de tos, fiebre, debilidad en el cuello y la formacién
de una masa en la parte media de este filtimo. No existfan ante-~
cedentes familiares de tuberculosis, de enfermedad en la tiroi-
des o de cincer (62). También se report§ la formacién de un ab-
sceso en la cauda &quina debido a M, fortuitum: en este caso, -
tampoco hay una historia familiar o antecedentes de traumatis -

mo que expliquen la infeccién localizada (162).

3.5.~ Granulomas cutfpeos y Glgeras. Las infecciones m&s comu -
nes micobacterianas de tejido blandos, son el granuloma de al--

berca y el granuloma producido por abrasién con tanques que se -
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;tilizan en la pesca (178). Estas lesiones se han observado -
en personas que trabajan en la playa o que viven en algin am-
biente de tipo marino. Las lesiones aparecen como un grupo de
pfpulas en una extremidad, con una subsecuente ulceracién y -
formacién de costras. El agente causal de esta infeccidén es M.
marinum el cual vive y se puede reproducir tanto en aguas dul-
ces como en agua salada. Hay dos variedades de infeccibébn pro-
ducida por M, marinum, una de ellas llamada de tipo esporotxi
coide debido a que las lesiones se asemejan a las producidas-

por Sporotrichum schenckii (1) y otra que se asemeja a la ==

leishmaniagis cutfnea. De esta Gltima existe un reporte de 2.
Even - Paz. H. Hass y E. Rosenman (94) de 10 casos de infe -~
cciones cutfneas ocasionadas por M, marinum en Israel.

La mayorfa de las infecciones fueron contrafdas por
personas que visitaron lagunas contaminadas localizadas en -~
Bin Feshka en los mares del sur de Jérico. En los pacientes -
se observaron tres tipos de lesiones: el primer tipo de le --
sién, presentado en todos los casos consiste de n6dulos o pla
cas inflamatorias crénicas de 1 a 4 cm de dfametro, con esca-
mas y costras con ulceracién en la superficie, por debajo de-
las costras habfa exudado purulento. El segundo tipo de le --
8ién estf presente en la mayorfa de los casos y consiste en -

pequefias pfpulas; el tercer tipo de lesién se observé en cuas
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tro de los 10 pacientes y consiste de uno o m&s quistes sub -
cutfneos o intradérmicos.

En las biopsias y exudados se observaron bacilos --
&cido-alcohol resistentes y la reaccién intradérmica para la-
leishmaniasis fue negativa, siendo positiva la reaccién al --
PPD.

Los microorganismos pueden ser introducidos en 1la -
piel por una gran variedad de vias o mecanismos, ademfs de la
abrasién de la piel y el contacto con aguas contaminadas, co-
mo por mordedura de delfines (49), raspaduras con caparazo --
nes, pufs y ostras (32).

M, maripum se ha aislado de acuarios caseros, culti_
vando materiales de pescados infectados, arena y caracoles.

La infeccién superficial con M, marinum por lo geng
ral cicatriza esponténeamente, pero puede persistir por mu --
chos meses, ocasionando mucha incomodidad para el paciente y-
esto puede no garantizar el é&xito del tratamiento.

La lesifn necrbtica, indolora, de la piel y &reas -
adyacentes conocidas como la (ilcera de Bairnsdale en Austra--
lia y como la Glcera Buruli en Africa, fue descrita por primg
ra vez en 1897 por Sir Albert Cook en Uganda. En 1948, la en-
fermedad y el agente causal fueron descritos en publicaciones

procedentes de Australia. La enfermedad es conocida en muchas
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&reas tropicales del mundo, pero es comin encontrarla mis fre-
cuentemente en el Africa Central, donde es una causa importan-
te de incapacitacién. Comienza como un nédulo eritematoso, lo-
calizado generalmente en los brazos o en las piernas, progresa
gradualmente hasta la formacién de una filcera indolora, con =~
una base necrStica y bordes gruesos indeterminados.

En las &reas necrbticas se encuentran numerosos raci
mos de bacilos &cido alcohol-resistentes. El mecanismo por el-
cual el hombre se infecta no se ha determinado. La infeccién -
es muy comfin en nifios de 5 a 18 afios. Existen evidencias de ~--
que el hombre se infecta por el contacto con la vegetacién ———
de zonas de clima cflido 6 tropical. Se ha sugerido que los--
reptiles, anfibios o insectos pueden actuar como vectores; un -
grupo de investigadores mostr§ que los lagartos excretan M. --
ulcerang en las heces después de 11 dfas de una inoculacién --
intraperitoneal con el microorganismo (76).

La mfs reclente publicacién sobre infecciones causa-
da por M. ulcerans es un reporte de Junio de 1981 procedente -
de Liberia (180). En este reporte sme tratan 2 casos, el prime-
rode ellos un nifio de 8 afios de edad quién presentaba una flce
ra con la rodilla izquierda. Esta Glcera persiastid por muchos-
meses produciendo rigidéz y contraccién de 1la rodilla en un --

fingulo de 90° , era indolora, con un olor pGtrido y medfa en -
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tre 4 y 5 cm; las zonas adyacentes a la (lcera presentaban ede
ma, hiperpigmentacién con cicatrizacidédn que rodeaba los mar --
genes de la filcera. Se sospechS osteomielitis y artritis debi-
do a que la rodilla presentaba rigidéz, pero la articulacién -~
no presentaba dafio, ni dolor.

Los frotis de exudado y de biopsias mostraban la pre
sencia de una reaccién inflamatoria, constituida por fibrina,~
neutr8§filos degenerados y linfocitos, asf como numerosos baci-~
los 8cido-alcohol resistentes. Una tincién de Brown-Hopps mos-
tré la presencia de bacilos gram negativos y cocos y probable-~
mente el olor phtrido se deba a esta infecciédn secundaria. El-
paciente fue tratado con rifampicina y se realiz un debrida -~

miento de la Glcera con escisién de los bordes y un injerto pre
liminar.

Tres meses después aparecid otra Glcera localizada -
en la regién inguinal izquierda; al no haber permitido el pa ~
dre del nifio que se le siguiera tratando, no se pudieron rea =
lizar mfs estudios diagnésticos.

El segundo paciente fue un nifio de 11 afios de edad -
eon una ulcera en el brazo derecho, que al ser tratada tuvo --
una cura inicial; no obstante present$ posteriormente, a los -
pocos meses, otra Glcera en el pie derecho. Las caracteristi -

cag microsclpicas de las (lceras comprenden la presencia de -~
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una reacién granulomatosa con un infiltrado compuesto de lin
focitos, histiocitos, células plasmi&ticas y un nlimero pequefio
de neutr6filos y eosinb6filos. Se observS también la presencia
de células con grasa, sin nficleo y separadas unas de otras --
por fibrina. La tincién de Ziehl - Neelsen revel§ la presen -
clia de racimos de bacilos &cido—alcohol resistentes: la exis-
tencia de &stos y de una necrosis de coagulacién son caracte-
risticas de una infeccién por M, ulcerans. La tincién de Brown
Hopps permitié la observacibédn de bacilos gram negativos, pero
éstos me encontran en la porcién superficial del exudado, que
es la localizacifén caracteristica de una infeccibn secundaria.
Después de confirmado el diagnéstico y establecido-
el tratamiento adecuado, no fue posible sequir el curso de la
infeccién debido a que los padres del nifio prefirieron que &g
te fuera tratado por los tradicionales curanderos.
R.E. Krieg, C. Wayne, D.H. Connor (76) realizaron -
una investigacidn sobre la produccidn de una toxina de M, u}l-
gcerang: esta toxina parece ser la responsable de la formacibn
de zonas necréticas, inflamacién y destrucciédn de la plel y -
tejido subcuténeo. La toxina se obtiene de filtrados celula -
res, no forma parte de la pared celular, estable al calor y re
tiene su actividad después de la extraccibdn con &ter. Estas -
caracter{sticas, junto con las de producir una reaccién infla

matoria en la piel de cuyos, hace pensar que se trata de una-
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exotoxina. Durante el cultivo in vitro de M, ulgerans, la toxi
na aparece a la cuarta semana y se incrementa hasta la décima-
semana (fase estacionaria) para desaparecer a la décima cuarta
semana,

J.L. Stanford (124) realizé un estudioc de 35 cepas -
de Mycobacteria de desarrollo lento tipificadas como M, ulce -
rans, que se sujetaron a un andlisis de inmunodifusién y se —-
compararon con otras especies micobacterianas. Las cepas fue -
ron aisladas de lesiones (lcerosas en Australia, Malaya, Méxi-
co, Uganda y Zaire. Se encontrS que las especies poseen antige
nos tipicos de Mycobacteria de desarrollo lento y que tienen -

5 antfgenos especificos de especie que‘las permiten clasificar

como M, ulcerans.

3.6.~ Tratamjento. Los métodos propuestos para el tratamiento=
local incluyen la electrodesecacidn, congelamiento, extirpa -—-
cién e injerto de piel, radiacibén con rayos X, inyeccién intra
lesional de esteroides, calor local e incisiones y drenaje.

Las drogas antituberculosas han tenido poco éxito --
en estas infecciones (139).

En el caso de las lesiones producidas por M, ulcerans
el tratamiento mfs eficiente es un régimen largo con estreptomji
cina y rifampicina combinados con la aplicacién local de calor

y cirugfa. La vacunacién con BOG protege contra la infeccién -
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(104).

4.- Infecciones en Huesos y Articulaciones.

4.1.- Sinovia, taendones v burga. Dechairo, Kittredge y Meyers
(41) describieron un caso de artritis séptica debida a M, tri
viale, microorganismo que no se ha asociado a infecciones en-
humanos. Wayne y asociados (108) clasificaron a este microor-
ganismo dentro del Grupo 111 (no fotocrombgenos y de desarro-
1lo lento): en este grupo los considerados como patégenos pa-
ra el hombre son M, avium y M, intraceillulare,

En este reporte, el paciente, un nifio de seis meses,
presentd artritis séptica en la articulacién pélvica., M, tri-
viale fue el Gnico microorganismo aislado de un cultivo de 1%
quido sinovial de la articulacién afectada; la ﬁresencia de -~
células gigantes de Langhans en una biopsia abierta de la mem
brana sinovial confirma el diagnéstico. Las prusbas de tuber-
culina fueron compatibles con una infeccién micobacteriana --
por Mycobacteria diferente de M, tuberculosis., en que la reac
tividad al PPD es Aébil y las reactividades al PPD - Battey -
son mayores a las 48 y 72 horas.

Wray Ellis (45) r;porta un caso de lesiones mGlti -
ples en huesos causado por una Mycobacteria del tipo Aviup --
Battey gerotipo IV. La infeccién fue probablemente iniciada -

por la mordedura de un conejo pequefio, que se encontraba guayp
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dado donde habia gallinas,

Inicialmente la infeccién comenz6 con un absceso en
la mano donde estaba la mordedura y posteriormente se acompa-~
fi6 de un intenso dolor en la espalda. Dos afios después exis --
tfan cambios destructivos que afectaban la tercera y cuarta -~
vertebras lumbares, inflamacién de la bSveda craneana, maxilar
inferior y la clavicula derecha:; también se produjeron absce~e
sos en la fosa 1lfaca derecha y en la regién lumbar izquierda.
Posteriormente las radiograffas mostraron involucracién de pul
mones y lesiones en la sexta, séptima y.octava vértebras to ;-
r8cicas. La gentamicina y porteriormente la clofazimina, fue -
ron las Gnicas drogas a las que mostrd sensibilidad el microog
ganismo. El paciente no respondié a la terapia presentfndose -
paraplegia y nueve dfas més tarde murié.

Los microorganismos del tipo Avium-Battey se encuen-
tran en la tierra. La distribucién de las infecciones es de tj
po rural, siendo los animales domésticos y salvajes, como los~
p&jaros, los huéspedes naturales, generalmente son de baja pa-
togenicidad para el hombre. Sin embargo, las infecciones en -~
articulaciones de manos, mufiecas y de la membrana sinovial, ==
son muy comunes en América.

También se han descrito infecciones de articulacio -

nes debidas a M, intracellulare involucrando el sacroilfaco, -
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rodillas y tfinel del carpo. En un caso descrito por E. Cheatum,
Hudman y Jones (25) se describe a un paciente con una historia
clinica de m&s de 10 afios con infecciones recurrentes en las -
rodillas, no teniendo antecedentes de adenitis cervical inyec-
ciones intraarticulares o infecciones sistémicas. En las rodi
llas habia frecuentes derrames intraarticulares y dolor con su-
dor nocturno durante muchos meses; las radiografias de pulmo--
ﬁes mostraban &reas de calcificacién compatibles con una infec
¢i6n granulomatosa. Por medio de artrocentesis de la rodilla-
izquierda se obtuvieron 30 ml de un liquido espeso y de color-
&mbar, que en los medios rutinarios de cultivo no dié6 ningGn -
crecimiento, pero que posteriormente desarrollé una Mycobacte-
ria del Grupo III. El paciente respondi6 a la terapia de rifam
picina, isoniacida y etambutol y las que el microorganismo era
sensible in vitro.

Se realizé tipificacién de antigenos de histocompati
bilidad (HLA) por la rellacién que existe entre éstos y algunas
enfermedades, entre ellas las reumatoideas. Este paciente no-
tenia el antigeno de histocompatibilidad HLA W27 relacionado -
con la espondilitis anquilosante yel Sindrome de Reiter.

W. Sutker, L. Lankford y R. Tompsett (130) discuten-

gobre el papel que tienen las Mycobacteria diferentes DE M, tu
berculosis, en un articulo publicado por el Centro Mé&dico de -
Medicina Interna y Ortopedia de la Universidad de Dallas, en -

el cual se analizan los datos ¢linicos de 25 pacientes con si-
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novitis granulomatosa y bursitis, observados desde 1970 hasta
1977. Las lesiones ocurrieron en las articulaciones de las ex
tremidades involucrando manos y mufiecas.

Con excepcién de tres pacientes, los demi&s no pre -
sentan infecciones en tejidos adyacentes:; lag lesiones son --
crénicas y siguen después de un trauma memo r. En muchos de --
los pacientes se habfa practicado cirugfa anteriormente, la -
inyeccibn de esteroides o ambos. En el momento de practicar -
la cirugfa de la sinovial, se observé la presencia de una -~
reaccién granulomatosa 1nf1am§toria. En 20 de los pacientes -
se encontr§ Mycobacteria y en 15 se aislé por cultivo.

Las especies aisladas fueron en 4 de los casos M, -

tuberculosig: M a en seis; M, maripum en uno: M, gor
dopae en otro; el complejo M, avium - jntracellulare en dos -
Y M, chelonei en uno.

_Existfian en algunos pacientes condiciones predis -
ponentes como: linfoma, lupus eritematoso sistémico, polio --
miositis o traumatismos penetrantes.

De pacientes inmunosuprimidos o con enfermedades ip
munosupresoras, se han aislado Mycobacteria que actGan como -
patégenos oportunistas, capaces de producir una enfermedad --

invasiva, como M, terrae (44) que puede causar sinovitis y -~

osteomielitis.
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Se han reportado casos de infecciones en artroplas-
tias con aplicacién de prétesis por Mycobacteria de baja pato

genicidad como M, fortuitum: En 2 casos reportados por E., --

(10)

Booth, T. Kurrus, T. A, Edwards ., se observ6 que los pa -
cientes tenfan una artritis séptica asociada con una prétesis
en la articulacién. En uno de los casos la infeccibn ocurrié-
porque el paciente efectuaba sus ejercicios en una tina espe-

cial, pero el agua estaba contaminada, el cultivo del agua -~

mostré el desarrollo de M. fortuitum con el mismo patrédn de -

sensibilidad a antibibticos que la cepa aislada del paciente.

4.2.~ Médula Ssea. En el Hospital Monte Sinai, entre 1969 y -
1976, se aislaron diferentes especies micobacterianas de cul-
tivos de aspirados de médula Ssea, en seis pacientes que no -
presentaban sintomatologf{a debida a alguna Mycobacteria y un-
caso adicional en el que se aisglé una Mycobacteria por culti-
vo de secrecidn cistico - pancreftica, de un paciente al cual
se le habfa practicado una esplenectomfa. Seis de los siete -
pacientes tenfan infecciones crénicas o agudas, pero el ha -~
llazgo no es usual debido a que las Mycobacteria no tuberculg
sas se han aislado sS8lamente de pacientes con antecedentes -~
de micobacteriosis pulmonar o de micobacteriosis diseminada,
El aislamiento de Mycobacteria del complejo M, avium

intracellulare en tejidos reticuloendoteliales de estos sie -
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te pacientes, puede reflejar una infeccién asintomética & pue
de significar alternativamente que no tiene importancia el -~
hallazgo. Sin embargo, debe hacerse una cuidadosa evalua —--~

cién de casos similares (75).

4.3.~ Infecciones dentales. E1l complejo M, fortuitum - chelo-
nei se ha aislado en una pequefia proporcién de casos de adeni
tis cervical y presumiblemente la vifa de infeccién comienza -
por la boca y el maxilar inferior. En tres casos reportados,-
el proceso se originé en una infeccién dental. En cultivos de
qanqlio; linffticos submaxilares de 4 p;cientes, que habian -
sido tratados con anestésicos dentales, desarrollo M, chelo -
nei: las infecciones ocurrieron en el mismo sitio de aplica--

cién del anestésico. Un caso de osteomielitis del maxilar de-

bido a M, chelonei coincidié con una extracciédn dental (162).

4.4.- t ugfa .

Existe un caso reportado de Detroit, en que el pa -
v&iente tenfa heridas de guerra y se le practic§ un reemplazo-
de vflvula cardfaca; posteriormente a la operacién desarrollé
una infeccién fatal que afect$ el mediastino, pericardio, y -
vasos mayores y fue causada por una cepa de M, cheloneji. El -

mismo microorganismo fue el responsable de un brote de 19 ca-

sos en Charlotte N.C., El padecimiento afectaba s6lamente a pa
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clentes que habfan sido sometidos a una operacién a cielo abiexr
to para efectuar un reemplazo valvular; 2 pacientes murieron de
infeccién micobacteriana diseminada, otros tres, de complica ~--
ciones posteriores y 6 requirieron de esternectomfa para contrg

lar la infeccidn (106).

5.- Enfermedad en_ tracto genitourinario.

Los frotis de orina para el diagnéstico de tuberculo-
sis no son adecuados, debido a que M, smegmatis es un contami -
nante comGn de vias urinarias bajas y de tracto genitourinario.

En un estudio de 42 casos de aislamientos de Mycobac-
teria por cultivo de orinas, se observd que las cepas més fre -
cuentemente aisladas eran escotocromfgenos, no identificndose-
a M. gmeqmatis o M, kansasii.

En ninguno de estos 42 pacientes existia una infec- --
cién genitourinaria atribuible al microorganismo aislado.

Sin embargo, existen reportes de que M, kangagii ha-
sido el agente etioldgico en un caso de infecciédn renal bilate-
ral crénica, siendo los cultivos de orina fuertemente positi --
vos (162). Otros tres casos reportados esté&n asociados con el -
complejo M, avium-intracellulare (47, 89, 95).

Se presentd una infeccibén destructiva del rifién iz --
quierdo y del uréter mostrando cambios microscépicos debidos a-

un proceso micobacteriano, en una mujer de 52 afios de edad, ~--
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quién tuvo 2 cultivos positivos de M, avium - intracellulare

(89).

Pergament, Gonzales y Fraley (95) reportan un ca -
so de una mujer de 62 afios de edad, con una enfermedad ecréni
ca de la vejiga, uréter derecho y rifién derecho, consistien-
do en una avanzada tuberculosis, ya que el rifién presentaba-
zonas de calcificacién y disfunciédn, existia calcificacién -
del uréter distal y una pequefia deformacién en la vejiga. Un
absceso lumbar habfa sido drenado tres afios antes, pero no =
se cultivé para Mycobacteria. La paciente respondid al trata
miento que inclufa 4 drogas antituberculosas que se adminis-
traron por varios meses. El microorganismo responsable de la
enfermedad fue M, avium - intracellulare.

De enfermedades genitourinarias debidas a M, kap -
131;1 hay un caso reportado de la Clfnica Mayo. El paciente-
padecf{a una epididimitis con presencia de granulomas caseo -
s0s que fueron extirpados quirirgicamente (64).

Se ha reportado también la existencia de infeccio-
nes asociadas aislando 2 especies micobacterianas; tal es el
caso de una prostatitis granulomatosa en un hombre de 31 afios
de edad, con miltiples lesiones caseosas en la préstata e in

mumerables bacilos &cido-alcohol resistentes. De una biopsia

se obtuvo el desarrollo de M, fortuitum y M, kansagii (79)
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6.- Infeccién Diseminada. Est& bien establecido que las Mycé;
bacterias diferentes del bacilo tuberculoso pueden producir -
enfermedades diseminadas, especialmente en pacientes inmuno -
deprimidos.

La mayorfa de los casos estén asociados con el com=-
plejo M, avium - iptracellulare y M, kapnsagil (80, 111).

En un estudio realizado por E. Wolinsky (162) sobre
78 casos los pacientes estudiados revelan desédrdenes hemato -~
16gicos, enfermedades inmunodepresoras o tratamiento con es -~
'teroidea y enfermedades en huesos y articulaciones.

La tabla 9 muestra el andlisis de los 78 casos re -~
portados con infeccién micobacteriana diseminada.

Los desérdenes hematol6gicos inclufan: linfomas, —-
pancitopenia y sarcoma de células reticuloendoteliales. Entre
los pacientes con Mycobacteria de desarrollo r&pido existfan~
4 con endocarditis y 5 con trasplante renal. En muchos de los
casos no es posible determinar si las anormalidades hematolé~
éicau (por lo general pancitopenia y reaccién leucemoide) son
resultado de la infeccién micobacteriana o representan un -
trastorno sanguineo primario, que posteriormente se complica-
con una infeccién micobacteriana oportunista.

M, chelone] fue el agente causal de micobacteriosis

diseminada en 2 pacientes con trasplante renal. La infeccién-

o
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produjo mGltiples abscesos subcutfneos y osteomielitis localj
zados primariamente en los pies.

Los pacientes estaban recibiendo tratamiento inmu -
nosupresor que inclufia prednisona, ciclofosfamida, actinomi -
cina D y radiaciones. La funcién renal de uno de los pacien -~
tes se deterioré gradualmente, manifestando sfintomas de peri-
carditis y neumonfa, muriendo posteriormente.

El otro paciente respondié al tratamiento antimicro
biano: los pacientes no tuvieron ningdn contacto personal y -
posiblemente l1a fuente de infeccién fue la mfquina de hemodif
lisis o el contacto intrahospitalario con el mismo personal -

(59).

7.- Infecciones en otros teiidos, Meningitis e infecciones --
Qgularesg.

Se ha reportado muchos casos de meningitis causadas
por M, kangasii y M, avium - intracellulaxe en pacientes inmy
nodeprimidos (162).

Los escotocromSgenos han sido implicados en 4 casos
de meningitis micobacteriana., El primer paciente fue una nifia
de 2 afios de edad quién murid de tuberculosis miliar y menln;
gea; se aisld M, kangagii de un cultivo de material obtenido-
de las meninges en la autopsia y M, tuberculosis se aislé de-

un especimen de lf{quido cefalorraqufdeo. El segundo paciente-
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fue una mujer de 46 afios de edad con una meningitis cripto-
cbccica, cuyos cultivos de lfquido cefalorraquf{deo permi -~
tieron el desarrollo de‘gl_ingggggllglg;g (56).

En lo‘referente a infecciones oculares,hay por lo
menos 8 reportes de queratitis y Glceras corneales causadas
por el complejo M, fortuitum - chelonei. Todas son poste ~-
riores a un traumatismo o a cuerpos extrafios que se han iﬁ;

troducido en la cérnea (162).




~

TABLA 9,
Agente N, cagos Edades
0-5,5-15,16

M. Xansasii. 26 2 123
M. avium - in- 30 13 512
Lracellulare.
Eacotocromfqgencs . 10 4 3 13
Da desarxollo répi-
do. 11 o o0 11
Enfaxmedades en huesos, Moxtalidad

0 81%

10 73%

4 70%

1 74%

104

Ixagtorne Enfermedad
hematoléqico  inmunosupresors

14 9
5 5
2 1
0 5

Tomada de: American Review of Respiratory Diseases.Vol. 119, 1979.




CAPITULO v

AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS UTILIZADOS EN EL TRATAMIENTO DE LAS

MICOBACTERIOSIS

La respuesta al tratamiento de la enfermedad pulmo--
nar debida a Mycobacteria no tuberculosa,depende principalmen=-
te del patrén de susceptibilidad a las drogas del agente etio-
16gico.

M, kangagil es sensible a la rifamyicina Y poco re =
sistente a las otras drogas antituberculosas. En relacién con-

las cepas pertenecientes al complejo M, avium = intracellula -

re, éstas son por lo general, poco sensibles a estos agentes.

La mayorf{a de los investigadores recomiendan el uso-
de tres drogas para un tratamiento inicial, pero algunos 4 -~
fieren en el uso de rifampicina, dejndola para el manejo de -
pacientes con retratamiento. También recomiendan que la tera -
pia debe continuarse hasta por 18 meses‘y algunos, inclusive,-
por 2 afios, posteriores a que la infeccién haya cedido.

Las triadas de drogas m&s comunmente usadas son: ri-
fampicina-isoniacida-etambutol e insoniacida-etambutol - estrep
tomicina.

En relacién con las infecciones producidas por M. --
avium ~ intracellulare, la respuesta al tratamiento es menor -

y existen muchos reportes donde recomiendan se utilicen regime

- -
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nes con 4 6§ 5 drogas para iniciar el tratamiento.

Gangadharam, Pratt y Davidson (43) han realizado es-
tudios in vitro para determinar la actividad de clofazimina --
sobre M, intracellulare, encontrando que niveles de 3 mgg/ml -
tienen poder bactericida sobre el microorganismo. Este antibi$
tico se ha utilizado extensamente en el tratamiento de la le -
pra.

En un estudio posterior de los mismos autores, se --
reporta el uso de una sustancia quimica denominada CQQ para ip
hibir el desarrollo de M, intracellulare, basf&ndose en que My-
Sobagterium contiene algunas formas de vitamina K,

| La ubiquinona también llamada Coenzima Q se presenta
en la naturaleza como una macromolécula de gran importancia --
biolbgica y se h; observado que estimula el desarrollo de My -
cobacteria patégenas.

Se probaron anflogos de la vitamina K y ubiquinona -
para observar su poder antimicobacteriano espec{ficamente con-
M. intracellulare. Un compuesto de esta serie, el 6 - ciclo.
octilamino -5,8~ quinolinequinona (CQQ) mostré actividad bac -
tericida a una concentracién de 8 mcg/ml, sobre varias cepas -

salvajes de M, intracellulare, Esta sustancia quimica inhibe -

taxbién el desarrollo de M, tuberculosis y de las cepas de es~:

te microorganismo resistentes a isoniacida y rifampicina, a -~

concentraciones de 1 mog/ml. S8in embargo, no tiene acciébn so--
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bre Mycobacteria de desarrollo rfpido o sobre microorganismos -
no &cido - alcohol resistentes. Los estudios sobre tiempo de ex
posicién revelaron que un perfodo de contacto de 12 horas de un
cultivo de M, intracellulare con una concentracién de 8 mcg/ml-
de CQQ, prolonga la fase lag por tres dfas, un perfodo de 24 hg
ras prolonga la fage lag indefinidamente y un contacto de 48 hg
ras produce una ripida accién bactericida.

La proporcién de que ocurran mutantes de Mycobacteria
resistentes a la CQQ es del orden de 1 en 10%.

Ostenson y Bates (93) realizaron un estudio para de: -
terminar las posibles interacciones de sinergismo y antagonismo
in vitro de S5 drogas utilizadas en el tratamiento de las infec-
cién causadas por M, intracellulare, obteniéndose los siguien--
tes resultados: Etambutol-Etionamida y Etionamida-Isoniacida --
con una probabilidad de 0.05, observandose sinergismo en estas-
combinaciones. El antagonismo se observé en las siguientes : -
Etambutol - Cicloserina, Etambutol - Caprimocina - Igoniacida -
con una probabilidad de 0.0l. Estos datos sugieren que el anta-
gonismo y el sinergismo pueden ocurrir in vitro y los tratamiep
tos a base de 5 drogas se realizan de forma empfirica.

Las infecciones pulmonares debidas a M, szulgail y a -
M. xonopi se han tratado satisfactoriamente debido a su relat1;

va susceptibilidad a las drogas antifi{micas; sin embargo, no =--



108

existen estudios controlados, ni un n(imero suficiente de casos
reportados para determinar.los régimenes apropiados. En base -
a las investigaciones de laboratorio y al manejo clinico, se -
recomienda la rifampicina, etambutol, etionamida o estreptomi-
cina para atacar las infecciones por M, szulgai y la isoniaci-
na y estreptomicina para M. xenopi. .

En relacién con el grupo M, fortuitum - chelonel se-
han aplicado tratamientos intensivos a base de aminoglucési --
dos y la amikacina parece ser la mfs prometedora de estos qui-
mioterapéuticos (29, 115, 155) junto con la etionamida y la --

gtitromicina. y algunos reportes mencionan a la kanamicina £--

(115).
Con respecto a las infecciones producidas por M, scro
fulaceup vy M, simiae, no existen estudios suficientes y por --

otra parte, la poca informacién reportada indica que la quimio-
rerapia es inefectiva (162).

La tetraciclina, el sul fametozaxol - trimetropin y la
aminociclina se han utilizado para el tratamiento de ros padeci
mientos causados por M, marjmun (72). El uso de rifsmpicina y -
etambutol para estas enfermedades se ha dejado especialmente --
para los pacientes que no responden a la terapia con tetraci --

clina o sulfametoxmsol trimetropin (6). El tratamiento no re --

quiere mfs de seis semanas.
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En las infecciones causadas por M, ulcerans se han -
utilizado la rifampicina y estreptomicina. La clofazimina y la
isoniacida no son efectivas para combatir estas infecciones.

En un estudio publicado por el British Medical Re«--
search Council (2) se reportaron los resultados obtenidos so -
bre 481 pacientes sometidos por un afio a tratamiento antituber
culoso, provenientes de 51 clinicas de la Gran Bretafia, La fina
1idad de este estudio cooperativo fue evaluar que régimen era -
el mfs adecuado terapéuticamente por su efectividad, baja toxi-
cidad y compararlo con el régimen estfndar de estreptomicina --
isoniacida-PAS como terapfa inicial, seguida de la administra--
cién de isoniacida-PAS utilizado por la mayorfa de los cl{nicos
de ese pais para combatir 1la tubercuioais pulmonar. Debido a ~-
que el PAS produce frecuentemente reacciones colaterales en los
régimenes probados se sustituy$ por etambutol y rifampicina.

Se concluye que el etambutol y la rifampicina son bag
teriolégicamente miis efectivos que el PAS, con una menor inci--
dencia de efectos colaterales y son sustitutos adecuados del --
PAS en los régimenes estandar. Sin embargo, el etambutol puede-
causar neuritis retrobulbar con trastornos visuales graves; es-
importante que al paciente que se le administre la droga sea --
examinado con frecuencia por un oftalmSlogo, para detectar cual
quier trastorno en la visién. Por otra parte, en un intervalo -

de 3 meses no hubo evidencia de disfuncién.hepatocelular en los
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pacientes tratados con rifampicina, aunque se presento icterji
cia clinica en 1 paciente de los de la serie, que fueron tra-
tados con rifampicina.

Los trastornos géstricos fueron comunes en los régi
menes que contenfan PAS y las reacciones de hipersensibilidad
gon atribuibles a la estreptomicina y al PAS.

En un reporte del Centro de Tuberculosis de Madré&s-
(2) se indica que la disminuciédn de los efectos secundarios -
ocasionados por el PAS, estf en funcién del modo de adminis -
tracién de las dosis terapéuticas y que lo mfs efectivo y me-
nos t8xico, es administrarlas 2 veces a la semana y no diariy
mente.

El presente estudio tiene la ventaja de evaluar la-
eficiencia terapfutica de los diferentes regimenes as{ como ~
comparar las diferentas reacciones adversas ya sean mayores -
o mfnimas. Ademfs de que es el Gnico publicado hasta la fecha

que reporta estudios controlados.




CAPITULO vV

ASPECTOS INMUNOLOGICOS DE LAS MICOBACTERIOSIS.

1.~ Pruebas Cutdneas Diferenciales.

En 1980, Robert Kock describié un método para la pro
duccién de tuberculina vieja, se obtenia de un filtrado con-~-
centrado de un cultivo de M., tuberculosjs, muerto mediante -
calentamiento; este. filtrado contenia antigenos resultantes -

de la secrecién de diferentes productos durante el desarrollo

del bacilo y antigenos resultantes de la autolisis.

Florence Seibert introdujo el PPD en 1934 obteniendg
lo a partir de la tuberculina vieja, por medio de una precipji
tacién con sulfato de amonio al 50% ‘de saturacién. El contenj
do de polisacfridos de esta fraccién proteica purificada es -
minimo en relacién con la tuberculina vieja; ademfs, el PPD -
es el resultado de muerte bacilar por calentamiento, gque pro-
voca desnaturalizacién y coagulacién de muchas protéinas 1l8&bj
les antigénicas que pudieran tener la especificidad deseada.-

Existe por lo tanto una considerable variacién antigénica en-
los filtrados de cultivo, as{ como una considerable heteroge-
nicidad molecular de los componentes antigénicos individuales.

Actualmente existe mucho interés, por parte de los -
bioquipicos e inmunélogos en la purificacién de componentes -
micobacterianos. antigénicos individuales, que darfan grandes-

ventajas en la realizacién de pruebas cuténeas y experimentos




Estos antigenos de -

in vitro para estudios de laboratorios.
composicién conocida pueden estandarizarse por métodos gravi-
métricos o por anflisis quimicos para lograr una uniformidad-
antigénica de lote a lote (34).

J. Marks y col. (83) describen un método para la ob
tencién de angigenos micobacterianos especificos de cepa, uti
lizados para la realizacién de pruebas cuténeas diferenciales
en nifios con adenitis cervical,

Los antigenos micobacterianos se preparan utilizando
el medio modificado de Dorset y Henley. La muerte celular es- -
producida cuando se somete al cultivo a una corriente de v&por
y a una precipitacién con TCA, el precipitado obtenido des- -
pubs de una centrifugacifn se lava agépticamente, redisolvién
dose y filtr&ndose a través de una membrana estéril y se afia-
de fenol al 0.25% como conservador; el dep&sito final se lava
agépticamente con KHPO4 al 0.02% agua destilada, acetona y -
&ter y se saca. La proporcién de proteinas se determina por-
el contenido de tirosina.

E.B. Solarolo, C. Larralde y L.P. Bojalil (121) es-
tudiaron el fenfémeno inflamatorio producido por diferentes --
fracciones de Mycobacteria. El fen6meno inflamatorio que ca-
r;ctorlz. a la hipersensibilidad tuberculinica es habitualmen
te inducido por la tuberculina o el PPD, Gue es en realidad -

una mezcla de componentes bacterianos obtenidos del medio en-
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que se cultiva M. tuberculosjs.La heterogenicidad del antigeno
Yy la diffcil cuantificacién de la respuesta inflamatoria, ha--
cen compleja la interpretacién del fenSmeno de hipersensibili-
dad. El1 trabajo informa sobre los intentos de identificacién -
0 de el o los componentes con actividad inflamatoria, aislados
del soma del BGG pdr precipitacién fraccionaria con sulfato de
amonio. Los principales hallazgos son: a) siete fracciones pro
tef{cas mostraron ser capaces de inducir fen6manon_inf1amato- -
rios inespecificos y especificos. b.) la actividad especifica-
de estas fracciones es de aparicién tard{a (después de las 12-
horas), alcanzando el méximo a las 24 horas y es en todo simi-
lar a la inducida por el PPD.

La actividad inespeci{fica es un fenSmeno transitorio-
predomainantemente vascular, que se inicia antes de la primera-
hora despues de la estimulacién, con duracién aproximada de --
5 horas.

2.~ v c con BCG en las otecéién cont -
otras enfermedades Micobacterianas.

La regién de Buruli, en Uganda, és una zona donde las

infecciones por M, ulcerans adquieren caracter{sticas endémi-

cas.

Estas infecciones dan origen al desarrollo de lesio--

nes ulcerosas (llcera Buruli) que se manifiestan con nfs fre--
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cuencia en las extremidades y que una vez establecidas pueden
causar necrosis progresivas de los yiembron afectados. Hasta-
antes de la utilisaci6én del B 663 (un derivado de la riminofe
nazina), la Gnica forma de tratamiento era la amputacién de -
los miembros lesionados. En 1967 se realizd una encuesta tu--
berculinica completa de la poblacién, que indicé que la pro--
porcifén de nifios con dlcera Buruli positivos a la tuberculina,
era significativamente menor que la de un grupo de edad simi-
lar no infectado.

Basados en estos datos, se inicié-un ensayo de la va
cuna BCG contra la llamada Glcera Buruli; a la mitad de la pg
blacién que resultd negativa a 5 Ul de PPD (menos de 6 mm), -
se aplicé vacuna BCG liofilizada, la otra mitad se dejé sin -
vacunar.

Durante el perfodo comprendido entre junio de 1967 a
septiembre de 1968, se registraron 65 casos nuevos de iisio--;
nes de Buruli en la poblacién en estudio (21 de los 606 que -
recibieron la vacuna BCG y 44 de los que no la recibieron), -
con una tasa de proteccidn del 47%.

El grado de proteccién varié con la prevalencia geo-
grifica de la enfermedad, de solo 18X en sectores de alta prg
valencia a 74% en freas de prevalencia. Se observé que la él-
sa de proteccién disminuia con el tiempo, ya que la aparicién

de los sintomas en los pacientes que fueron tuberculino posi-
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tivos o que recibieron la vacuna BCG tuvo tan solo un retardo
de algunos meses.

De este estudio se establece que la proteccién con--
tra la dGlcera Buruli, se expresa como un retardo en la apari-

cién de los sintomas. (104).

3.- Papel del Macréfaqo en la Tuberculosjs.

3.1.- Cambios morfoldgicos en los macréfaqos infectados con -
bacjlo tuberculoso. De recientes investigaciones se ha obsejp

vado que el contacto del macrdfago con un niimero pequefio de -
bacilos tuberculosos o con grandes cantidades de constituyen-
tes quimicos de bacilos éstos se convierten en células epite-
lioides y posteriormente en células gigantes jovenes del tipo
Langhans. Los trabajos de microscopfia electrénica de Sutton -
y Weis (8) reportan que, durante los complicados cambios que-
se llevan a cabo en estas transformaciones, el nimero y tama-
fio de los lisosomas aumenta, el aparato de Golgi se acompleja
cuando comienza su accién secretora y produce la formacién de
pilas o veaiculas y el nGmero de mitocondrias se ve incrementado.
Bennet y Cohn (8), por medio de cultivos célulares, -
mostraron que entre los cambios de monocito circulante a ma--
cr6fago tisular las mitocondrias y los niveles enzim&ticos de

fosfatasa &cida, citocromo oxidasa y arilsulfatasa, asf{ como
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hidrolasas se incrementan.

Dumont y Sheldon (8) trabajando con tejidos de hams-

ter observaron que durante la fagocitosis del bacilo tubercu-
loso por el macrSfago in vivo el bacilo estimula una serie de
cambios intracelulares en los organelos. Estos investigadores
encontraron que durante la fagocitosis, el bacilo tuberculoso
se encuentra dentro de una vacuola fagocitica que posee una -
membrana bien definida, esta vacuola se rodea de lisosomas --
grandes pero no se ha comprobado que se realize una descarga-
enzimftica de los lisosomas a la vacuola sino que esta Gltima
es engullida por los lisosomas transformando la vacuola digeg
"tiva, que al microscopio electrSnico se observa que contienen
en su interior particulas densas, amorfas, que probablemente-
representen bacilos alterados. Algunos bacilos intactos permp
necieron hasta por 28 dias, en estos estudios.

Learkle y Myrvick (8) han observado la permanencia -
hasta por 5 meses, de bacilos leprosos murinos despues de un-
proceso fagocftico. Estos estudios no se han realizado en anj
males inmunizados.

3.2.- cambios bioguimicos en los macrSfaqos infectados con ba
cilo tubsrculoso.

Los co;oeiniont0| arriba descritos sobre los cambios

morfolégicos de los macréfagos pueden ser correlacionados con



los estudios bioquimicos realizados por Lurie y su grupo en -
1961, sobre células mononucleares de conejo de diferentes pre
disposiciones genéticas a la tuberculosis. Estos investigado-
res demostraron las diferencias en la utilizacién de algunos-
sustratos metabdlicos, incluyendo la glucosa - 6 fosfato, por
macréfagos de animales con diferentes resistencias. Sin embag
go, después de la vacunacién con BCG, los niveles totales de-
fosfatasas Acidas y proteinas celulares son similares en tor-
dos los animales con diferentes resistencias de raza.

Colwell (8) estudié las células mononucleares de es-
pecies animales con diferentes susceptibilidades, antes y deg
pués de una inmunizacién, encontrando que los animales inmunj
zados tenian niveles de fosfatasa &cida mis elevados que los-
no inmunizados. Pero los niveles de glucuronidasa eran signi-
ficativamente més altos los animales normales como las' ratas,
gue en los cuyos inmunizados.

Adem&s, se observé que los extractos de bacilo tuber
culoso inhibfan la glucuronidasa de los cuyos normales, pero-
no de los animales inmunizados.

Myrvick demostrS que la inoculacién con bacilo de --
Calmette y Guerin por via &erea, ocasionaba que los macrSfa--
gos alveolares utilizaran una via colateral para la sintesis-

de glucosa y que el metabolismo fuera mis rapido. Tambien ob-
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servé un incremento en la concentracidén de fosfatasa &cida en
los iisosomas de lozs macréfagos.

Saito y Suter (111, 112, 113) encontraron que los nji
veles de fosfatasa &cida y glucuronidaza se encuentran incre-
mentados en loq macrSfagos de animales inmunizados con BCG.

Otros estudios reportan el hallazgo de descenso en -
los niveles de deshidrogenasas succinica y maleica y un aumep
to en los niveles de nicotin adenin dinuclebdtico y fosfatasa-
alcalina y &cida, en tejidos de cuyos con tuberculosis activa (8).

Los macr6fagos de diferente localizacién, varian --
considerablemente en su actividad bioquimica. Los macréfagos
alveolares de ratas y conejos tienen niveles mfs altos de --
fosfatasa &cida, glucuronidasa y lisosima, que los macréfa--
. gos peritoneales. Esto dltimo también podria depender de que
el metabolismo de los macré6fagos alveolares es de tipo aero-~
bio y el de los macré6fagos peritoneales es glucolitico.

Por otra parte, generalmente la resistencia a la ip
feccién se adquiere por la formacién de anticuerpos especifj
cos para cada organismo, el cual proporciona el antfgeno in-
munizante. El incremento en la resistencia celular es mis —-
efectivo para otro tipo de microorganismos, que ser&n comba-
tidos por mecanismos de inmunidad celular, como es el caso -
del bacilo tuberculoso.

En relacién con la trasferencia pasiva de resisten-
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cia celular en la tuberculosis, el suero de animales inmuniza

dos contra M, tuberculosjs no produce ningiin efecto protector

en animales no inmunizados.

3.3.~ ides les es -
fu e agos.

Uno de los efectos bésicos de los corticoides adreng
les, es inhibir la actividad y disolucién de lisosomas intra-
celulares.

Con la inoculacifén aérea de esporas de Aspergillus, -
flavus en ratén, se observé que los lisosomas de macréfagos-
alveolares son menos efectivos para destruir las esporas in--
tracelulares.

Trabajos previos han demostrado una reduccién de los
niveles de fosfatasa &cida de macrSfagos alveolares.

En 1966, Bercovivi yol (98)‘enconttaron que la ra--
diacién local in vivo e in vitro reduce el nimero total de --
sStaphylococcus aureus. fagocitados. En estudios realizados -
por Clark y Berthrong (8) en conejos infectados por via aé--
rea con bacilo tuberculoso y sometidos a radiacién, se obser-
v6 que al principio de la infeccién, no habfa cambios en las-
caracter{sticas de las células epitelioides:.sin embargo, ha-
bfa una reduccién en los linfocitos observada en frotis san--
guineos y las pruebas de sensibilidad cutfnea estaban inhibi-

das.
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Estas observaciones correlacionan muy bien con aque-~
llas infecciones micobacterianas en donde hay evidencias de --
tratamiento anteriores a la infeccidn, consistentes en la aplji
caciép de radiaciones y uso de esteroides adrenales.
4.~ Activacién de-la via alterna del complemento por Mvcobacte

ct c n.
Varios componentes microbianos como el zymosan de las

levaduras (Saccharomyces cerevisiae), glucanos de Streptococ--

cus, endotoxinas lipopolisacéridas de Egcherichia colji y &ciés
dos teicoicos de paredes celulares de Streptococus pneumoniae,

se conoce que activan el sistema del complemento. Muchas frag
ciones de Mycobacteria, el factor cordén ( 6,6' dimicolato de
tretralosa) y el dipéptido muramilico, se han probado para ol
servar si son capaces de activar el complemento (158, 173), -
pero sélamente el factor cordén y algunas fracciones de Myco-
bacteria son capaces de hacerlo. Es bien conocido que la infeg
cién con Mycobacteria produce granulomas. El posible papel --
del complemento en la produccién y mantenimiento de los grany
lomas ha sido discutido por muchos investigadores (173). Exis
ten muchas sustancias que son capaces de inducir una respues-
ta inflamatoria crénica de tipo granulomatoso y de activar el
complemento produciendo la descarga enzimftica de macréfagos;

ademfis, ésta puede activar el complemento y generar la prddug
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cién de agentes quimiotdcticos para el macrdfago.

Ramanathan, Curtis y Turk (98) han demostrado que to
das las Mycobacteria pueden activar la viﬁlalterna'del comple
mento excepto la cepa BCG (cepa Pasteur), posiblemente debido
a las condiciones de cultivo, que produzcan pérdida de facto-
res que activen el complemento. Las distintas Mycobacteria --
probadas en este estudio fueron M, bovis, M. lepraemurium, -
extractos micobacterianos obtenidos de un bazo de ratén infeg
'tado con M. leprae y el factor cordén.

Se encontr6 que todas las suspensiones de microorga-
nismos activaban la v{a alterna del complemento, utilizando -
como fuente de este suero normal humano y sueros de cuyos de-
ficientes an C,y C,4.

La activacién del complemento puede ser uno de los -
mecanismos por los cuales el Mycobacterium induce la forma- -
cién de un proceso inflamatorio crénico, en ausencia de medip
dores de la respuesta inmunitaria celular, como es el caso de
la lepra lepromatosa.

5.- Inmunotexapia de Cincer experimental con Mycobacteria.

La administracién de M, bovis a pacientes con céncer
o a animales con céncer experimental, ha ocasionado toxicidad
e infecciones micobacterianas sistématicas (177). Para evitar

lo anterior se han utilirzado Mycobacteria muertas © sus com--
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ponentes, para sustituir la terapia con BCG.

Se han presentado evidencias cualitativas que indican
que algunas Mycobacteria sapréfitas pueden ser efectivos sus—-
titutos del BCG en el tratamiento de algunas enfermedades ma--
lignas (167, 168, 169, 170).

E. Yarkoni y H. J. Rapp (172) presentan una compara--
cién cuantitativa de la actividad antitumoral de cepas muertas
de M, bovis, M. phlei y M. smegmatis contra un hepatocarcinoma
de cuyos y de un fibrosarcoma murino (1023), ademAs de que --
reportan la capacidad de estos microorganismos para producir -
un fenSmeno de hipersensibilidad cut&nea. Los resultados re--
portados muestran que M. phlej y M. smegmatis son efectivos, -
tanto como el BCG, para producir regresiédn tumoral, asfi como =
de producir reacciones de hipersensibilidad cut&nea mé&s fuer--
tes que el BCG.

También se ha reportado la actividad antitumoral de -
paredes celulares de M. kansasii (177) y de M, smegmatis men--
cionando que la concentracién de aceites minerales utilizados-
para emulsificar los componentes micobacterianos, tienen la --
misma actividad que las Mycobacteria. El escualeno se ha utilj
zado para sustituir a los aceites minerales y se ha comprobado
que presenta ventajas en la inmunoterapia de clncer debido a -

muchos factores:; puede ser sintetizado in vitro: contiene un -
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solo componente, no asi el aceite mineral que contienen cien-
tos; su estructura es bien conocida y se presenta de manera -
normal en tejidos de muchos mamiferos. Las preparaciones micg
bacterianas no deben contener tween 80 debido a que éste redu
ce su accién antitumoral como es el caso del BCG (171).

Sin embargo, hay reportes gue recomiendan que la con
centracién de tween 80 no debe exceder del 0.2% y establecen-
que a estas concentraciones, no se afecta dicho efecto.

Los resultados sugieren que las Mycobacteria sapréfji
tas pueden ser Gtiles en el tratamiento intralesional de cén-
cer.

El Mycobacterium saprofitico difiere del BCG, en que
su desarrollo es més r&pido y crece en medios simples, lo que
hace més adecuada la utilizacién de estas Mycobacteria para -
el aislamiento y caracterizacién de los principios antitumo--
rales.

Recientemente se ha reportado que la combinacién - -
emulsificada de paredes celulares de M, smequatis y factor --
cordén son (itiles en la inmunoterapia del melanoma humano - -

(144, 145)




CAPITULO V1

RESUMEN Y COMENTARIOS

Se ha establecido que existen Mycobacteria diferentes

de Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae que son -

patSgenos importantes para el hombre.

Dos especies 0 complejos han aparecido como agentes -
predominantes de enfermedades y son: M. kangasij y el compléjo
M, gvjum-intracellulare - scrofulaceum.

La frecuencia de enfermedad por Mycobacteria no tubeg
culosa y los agentes etiolégicos, obedecen a un patrén geogr§
fico, hasta la fecha inexplicable, as{ se observa que en las -
ciudades de Dallas y New Orleans hay un alto indice de infec--
ciones pulmonares causadas por M. kangasiji y en el sureste de-
los Estados Unidos, Japén y noreste de Australia existe una --
predominancia de infecciones causadas por el complejo M, avium
intracellulare.

Las infecciones causadas por Mycobacteria no tubercu-
losa involucran a una gran variedad de tejidos, especialmente-
el pulmén, ganglios linfaticos, piel, tejidos blandos, huesos,
articulaciones y tendones del sistema esquelético.

La enfermedad generalmente se presenta en pacientes-

inmunosuprimidos, aunque algunas veces también se ha presen-

tado en pacientes clinicamente sanos y sin embargo, desarro--
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llan una infeccidn diseminada. También se ha asociado a pacien
tes con trastornos hematoldégicos irreversibles.

Las condiciones predisponentes son importantes en la-
patogénesis de la enfermedad pulmonar y las mas comunes son: -
pneumoconiosis, enfermedad obstructiva crénica e infecciones -
como tuberculosis que causan previo dafioc pulmonar.

Los mecanismos por los cuales el pulmén se infecta y-
el destino de la Mycobacteria, una vez inhalada, dentro del --
pulmon, todavia permanecen oscuros. Muchas de las especies de-
Mycobacteria potencialmente patSgenas se pueden encontrar en -
el medio ambiente, pero el problema a resolver es si los aero-
soles son el mecanismo snecesario por el cual los bacilos se --
transfieren del medio ambiente al tracto respiratorio bajo, ya
que la transmisién de persona a persona generalmente no ocurre.

S6lamente se ha establecido la ruta de infeccién en -
la formacién de abscesos locales y en las infecciones que invg
lucran a ganglios linfAticos superficiales.

El agua aparece como una importante fuente de contamji
nacidén, sobre todo en las infecciones causadas por M. marjinum.
M. xenopi y M. kansasii.

El diagnéstico puede ser sospechado por el clinico, -
el radidlogo y el patdlogo, pero es el microbi6logo el que es-
tablece la causa precisa. Como en otras Areas de la medicina -

debe existir una interrelacidén y cooperacién de todas las dis-
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ciplinas para establecer un diagnéstico correcto; debido a que
la contaminacién de especimenes por Mycobacteria del medio am-
biemte es un hecho comin. Y sbélamente el aislamiento repetido-
de una especie del esputo, puede si¢gnificar una prolongada co-
lonizacién del tracto respiratorio y tener una relacién con la
enfermedad.

Por otra parte se requiere gran experiencia en el ma-
enjo y tratamiento del paciente con una infeccién micobacteria
na; primero para decidir quien requiere tratamiento y segundo-
para determinar el régimen adecuado de drogas.

Las infecciones debidas a especies relativamente sus-
ceptibles como : M, kansasji, M. marinum y M. xenopj general--
mente responden bien al tratamiento. Por otra parte se requie-
ren tratamientos intensivos y prolongados con regimenes milti-
Ples para combatir las infecciones causadas por M, aviup - in--
txacelulare - scrofulaceum y el complejo M. fortujtum - chelo-
nei.

Y es en este (ltimo grupo de infecciones resistentes,
donde la relacién riesgo - beneficio de la terapfa de drogas -
debe evaluarse cuidadosamente.

Los esfuerzos futuros deben dirigirse principalmente-
Eacia los siguientes puntos:

l.~ El esclarecimiento de la patogénesis de la enfer-

medad pulmonar y de las infecciones micobacterianas en tejidos
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bl andos, como el granuloma de alberca y la (lcera buruli, cau
sadas por Mycobacteria no tuberculosa.

2.- Dirigir las investigaciones a la obtencién y uso
de mejores drogas para el tratamiento de las infecciones cau-
sadas por lo complejos M. avium - intracellulare - scrofulace-
um vy M. fortujtum-chelonei asf como estudios controlados so-
bre agentes quimioterapéuticos para conocer cuales son los -=-
mas adecuados para la terapia de una micobacteriosis en partj
cular.

3.~ Aislamiento y caracterizarizacién quimica de los
componentes micobacteriano que por sus propiedades tumorici--
das, puedan ser (itiles en el tratamiento intralesional de cép
cer.

.4.- La purificacién y estandarizacién de componentes
antigénicos individuales para la realizacién de pruebas cuté-
neas, que permitan realizar diagnésticos diferenciales més --
adecuados.

5.- Investigaciones encaminadas a la elaboracién de- .
vacunas diferentes del BCG, para la proteccién contra enferme
dades debidas a Mycobacteria diferente a M. tuberculosis.

6.- Mejor educacidén al microbidlogo sobre los dife--
rentes aspectos de la bacteriologia de las micobacteriosis y-
mayores esfuerzos para lograr que el conocimiento de la Myco-

bacteria se dirija también a estudiantes de medicina, clini--
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cos y cirujanos.

Considero que este Gltimo punto es el mis importante
debido a que en México y a nivel de instituciones hospitala--
rias grandes, no se toma en cuenta el hallazgo de Mycobacte--
ria diferente de M. tuberculosis en los especimenes clinicos,
por desconocimiento del posible papel patégeno que pueda es--
tar desempefiando.

Por otra parte, los criterios y procedimientos des--
critos para el diagndstico bacteriolégico y la identificacién
de Mycobacteria no tuberculosa son los adoptados por El Cen--

ter for Disease Control (CCD). La razén de esta seleccibén obe

dece a que se ha comprobado que son métodos satisfactorios pa

ra propésitos médicos y de salud piblica.
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A'PENDTICE A.

8 ultivo utjlizados en el ajslamjento de Mycoba

1.- Medio de Lowepstein - Jensen.
Férmula: (en gramos por 600 ml de agua destilada).
Fosfato monopot&BicCO ...cevevscevccnasncssne 2.5
Sulfato de MAGNEBIO ...crcccccsccscsccccesas 0.24
Citrato de magnesio .......ccccccescccecess 0,60
Asparagina

deeessssecscssnssescens 3.0
Harina de papa ecessssescasasssscsscss 30.0
Verde de malaquita eeverssesecssssseseresss 0.40
2.- Agar de Middlebrook v Cohn 7H1O.
FSxmula: (en gramos por 900 de agua destilada).
Sulfato de MAGNEBIiO c.c.cvceecccccrsnscsesees 0.050
Citrato de hierrxo y amonio ....ccccsevceseee 0.040
Citrato de sodio R « Y )
Sulfato de amonio ecessecccccscssscsenscses 0.50
Glutamato monos&dic0...ccceceececcrcccccccces 0.50
Fosfato desodio ectecsecsssscssessssscces 1.5
Fosfato monopot&sico....cceeccencvcccasacace 15
Agar desecado emessevsesesesssessesses 13.5
Piridoxina esecsescscscvsscscscssses 0,001
Sulfato de zinc cccecsvesssesessesssensse 0,001

sult.to d‘ cobr. ® 6 0988000 DS sISGETOOSTOONOSIEDN o.wl
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Biotina cissesscerssssssesessssssss 0.500 mg.
Cloruro de CalcCio c..cveesccccnsnsessacs 0.500
Verde de malagquita.....cveseenes ceeceeses 0,250
pH final 6.6
También se puede afiadir dextroxa al 50%, cuatro ml.-
y 100 ml de complejo albimina - oleico (Dubos), 3 ml de solu-
cién de catalasa de 1 mg / ml. Los cultivos se incuban a 35°C
en atmésfera de CO,.
3.~ Caldo de Mjddlebrook 7H9.
Férmula: ( en gramos por éoo ml de agua destilada).
Fosfato monopot&Bico .....ccevevceeccccacsnsecs 1.0
Fosfato disédico ctecccsssecssanssccssnsnns 2.5

ACidO L-glut‘mico @s 00 et 000 scstess O B0es e 0 0.5

Citrato de ’odio ® ® ® & ® % OO O PSS S E B S S0 S O s e O. 1
Sulfato de amonio Y o I
Piridoxina % & & @ & & 0 6 8 0686 0 64 " 6 e G e e PP e O.ml

Citrato de hierro y amonio ....cceseececssscacs 0.040

Sulfato de MAGNEGBIO ...t ccenccvcssssncssssvess 0.050

Sulfato de zinc I * K« ) |
Sulfato de cobre ceesscssssessssnsesscsasss 0.001
Biotina cecsscsesssnscansescsscsss 0.5mg
Cloruro de calcio cesscsssencssscsassssssscses 0.5mg

pH final 6.6
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Se afiade glicerina 2 ml, 0.5 ml de polisorbato 80 - -
(tween 80) y 2 g de dextrosa, para obtener un medio s&lido afia
da 15 g de agar y 1 mg de verde de malaquita. A 45°C se afiade-
el enriquecimiento ADC de Middlebrook aproximadamente 20 ml.
4.- Agar con #cido oléico de Dybog.
Férmula: (en gramos por litro de agua destilada).
Peptona trypticase .......c.ccvetcrtccccecnsecnsas 0,05
Asparagina s esecescsscsssennsnssssnsescs 1.00
FoSfato MONOPOt&BICO. .. ccvceeerecancevossnccanane 100
Fosfato disSdico teetetssecsseccesssascsccsns 2450
Citrato de amonio fErrico ....cieceeececneccceas 0.05
Sulfato de MAQGNESBIiO «ev.eveernncececncsassaseaaes 001
Agar tecsscessenasesssnssascscsss 15,0
Cloruro de calcio ctestsctststtsanccncssasasses-0.05mg
Sulfato de =zinc ceccscnccsesseccsnsencnnssse 0.10mg
Sulfato de cobre sescssscsesssssssccsenessses 0,10mg
pH final 6.6
Después de esterilizar, se afiade el enriquecedor en—-—
friando a 50°C. El enriquecedor puede ser:
a.- Solucifn de albimina. Se disuelven 5 g de la fra-
ccidén V del plasma de bovino en 100 ml de solucién salina al -
0.85%, ;o filtra y se calienta a 50° C y de ella se agregan ~-

asépticamente 20 ml. a 180 ml de la base de agar.
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b.- Complejo &cido oléico - albumina. Se disuelven 0.12 ml. -

devéciéo 0léico en 10 ml. de NaOH N/20. De esta solucién se =--
agregan 5 ml. a 95 ml. de una solucién salina de la fraccién -
V de albumina ( solucién anterior ). La mezcla se calienta a -
55° C, durante 30'y se esteriliza por filtracién. De esta so--
lucién se agregan as@pticamente 20 ml. a 180 ml de la base de-
agar.

c.- Suero estérjl. En un lugar de la albumina se pueden agre-
gar 20 ml. de suero estéril calentado a 50° C.

d.- Ester polisorbato. Se afiade a la base de agar antes de eg
terilizar en autoclave, en una concentracién de 0.5 o 0.1%.
e.- Penjcjilina. Para aislar al bacilo tuberculoso se afiaden --
de 5000 a 10000 unidades de penicilina a cada 200 ml. de medio

en forma aséptica.

£.- Gljcerina. Antes de esterilizar la base se le puede afiadir

de 1.0 a 5.0% de glicerina o 1.0% de glucosa.

g.- Carbén vegetal.- Para hacer el medio de Hish estable, a ca
da litro de la formulacién dada se le afiade antes de esterjili-
zar, 1 g. de carbén vegetal ( norita ), y 25 ml.de una solu-. -

cién de colesterol al 1% en acetona junto con 1% de glicerina,
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APENDICE B.

—

Procedimientos de laboratorjo utjiljzados en el djagnéstico.
1.~ Coleccid Man de Especimenes Clinicos.

Esputo. Se debe instruir al paciente sobre la nece-
sidad de que la muestra provenga de los bronquios o de lo més
profundo del pulmén. La saliva o secreciones nasales no son -
satisfactorias para el estudio.

El paciente puede enjuagarse la boca con agua, pero-
no debe utilizar desinfectantes, ni realizar enjuagues repetji
dos.

El recipiente de recoleccién debe ser estéril, de --
pléstico 6 vidrio y cerrar perfectamente.

El especimen debe colectasrse en la mafiana, debiéndg
se desechar especimenes retenidos.

Volimenes de 5.0 a 10.0 ml. son adecuados, aunque --
muestras menores deben también procesarse.

Si el especimen no puda ser trabajado debe refrige-
rarse, y si est& siendo enviado no debe exceder de 5 dfas y -
debe mantenerse en refrigeracién.

Esputo Inducido.: Debido a que existen pacientes que
no saben expectorar, se induce la expectoracién mediante el -
uso de aerosoles calientes, que contienen soluciones acuosas-

de NaCl. al 10%.
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Actualmente, ya existen nebulizadores comerciales pa
ra este propésito. Los nebulizadores ultrasénicos también son
utilizados. Lo mismo que los aparatos para la deteccién de cé
lulas cancerigenas aunque el uso de propilén glicol no se re-
comienda ( 74 ).

Oripa: Se colecta la miccidén intermedia de la prime
ra orina de la mafiana. Los especimenes de m&s de 24 horas se-
deben desechar.

La orina también se puede colectar por catéteres en-
los ureteres, hay que recordar que la orina es un excelente -
medio de cultivo para los microorganismos y aungque la muestra
se tome asépticamente, es un especimen fé&cil de contgminar.

Cuando no hay posibilidades de que la muestra sea --
procesada inmediatamente, es necesario mantenerla en refrige-
racién.

Tejidos: Colectar el especimen asépticamente y colo-
carlo en un recipiente apropiado. No es adecuado afiadir fija-
dores ni conservadores, tales como formol.

Si el esmpecimen tiene que ser transportado hasta un-
laboratorio o centro de diagnéstico, es preferible mantenerlo

congelado.

Pus.: E1l pus de absesos, empiemas y adenitis, debe -

ser enviado inmediatamente al laboratorio.
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Otros tipos de especimenes: liquido cerebroespinal, -

fluidos de cavidades serosas como: pleura, pericardio y cavida
des sinoviales deben procesarse de inmediato. Lo mismo se aplj
ca a sangre menstrual y mucosa uterina obtenidos por curacién.
2.- Procedimjentos de Laboratorio para Microscopia.

Preparacién de Frotis.- Para realizar un frotis direc
to, se toma de las partes mas gruesas del material caseoso y -
de la parte mas densa del material purulento; debido a que en-
estas zonas es mas comin encontrar Mycobacteria.
| El material se esparce a través del portaobjetos, tra
tando de dejar una capa gruesa ( frotis grueso ).

Los portaobjetos utilizados deben ser nuevos ya que -
los usados anteriormente pueden tener bacterias &cido-alcohol-
resistentes.

Para realizar frotis por concentracién, el sedimento-
de un especimen homogeneizado, se coloca por medio de una pipe
ta o asa en el centro del portaobjetos extendiéndose y dejando
una capa gruesa del material.

Para fijar el frotis se calienta sobre la flama de un

mechero, pasindolo tres veces sobre el cono mis caliente de la

flama; un procedimiento alternativo puede ser el calentar los--

frotis sobre una platina caliente por 2 hrs. a 65° C-70° C.

Procedimientos de Tefiido.

Tincion de_Zjehl - Neelsen.
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Reactjvos:

Se disuelven 0.3 g de fuchsina bésica (magenta) en —--
10.0 ml. de etanol al 90%, anadiéndose una solucién acuosa de-.
fenol al 5%.

Alcohol - Acido: lentamente se afiade 3.0 ml. de &cido
clorhidrico concentrado, a 97 ml. de etanol al 90X - 95%.

Colorante de contraste: Se disuelven 0.3 g de cloruro
de azul de metileno en 100 ml. de agua destilada.

Procedimiento: Se cubre el frotis fijado por calor --
con un pequefio recténgulo de papel filtro ( 2.0 x 3.0 cm ).

Se aplican aproximadamente 5 gotas de carbo-fuschina-
de manera de cubrir totalmente el papel filtro.

Se calienta a vapor por 5 min. tratando de que el fro
tis no se seque y si se seca, aplicar mas colorante.

Remover el papel con pinzas. Lavar el frotis con agua
hasta eliminar el colorante.

Decolorar con alcohol - &cido hasta que no salga més-~
colorante en los lavados.

Contraste con azul de metileno ( 1 - 2 min. ).

Secar al aire. No calentar.
Brocedimiento de Kinvoun.

\'4 - a un.

Se disuelven 4.0 g& fuchina bfsica (magenta) en 20 -
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ml. de etanol al 90.0 - 95% y se afiade 100 ml. de una solucién
acuosa de fenol al 9%.

El alcohol - acido y el azul de metileno se preparan
como en la tincién de Ziehl - Neelsen.

El procedimiento es.el indicado en la técnica de Ziehl
Neelsen pero no hay calentamiento y la carbo-fuchsina se aplica
por 5 min.

Reactjvos: Auramina fenolada.

Se disuélve 0.1 g. de auramina O en 100 ml. de etanol-
al 90.0% ~ 95% y se afiade una solucién de 3 g. de fenol en g87.0
ml. de agua destilada. La solucién debe conservarse en frasco
&mbar. Alcohol Scido: se afiaden 0.5 ml. de &cido clorh{drico a-
100 ml. de etanol al 70%.

Solucidn de permanganato de potasjo: Disolver 0.5 g. de permap
ganato de potasio en 100 ml. de agua destilada.
Bxocedimiento:

Cubrir el frotis previamente fijado con calor, con =-
carbo-auramina y tefiir durante 15 min. No usar papel filtro ni
calor.

Lavar con.agua y secar.

Contrastar con permanganato de potasio por 2 min.

Lavar y secar al aire. No calentar.
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El permanganto de potasio no es un verdadero coloran
te de contraste, pero evita la fluorescencia del fondo.
Aura a O - A naran Acri a, =--
uorescente para bacilos &cjdo resistentes.
Reagtjivos: Auramina fenolada, se prepara de la mane-~
ra arriba indicada.
Alcohbl-&cido, se prepara de la manera arriba indicg

da.

Colorante de contraste: 0.0l g de anaranjado de acrj

dina en 100 ml. de una solucién acuosa al 1% de N32HP04.
Procedimjiento: Se procede igual que la tincién antg

rior Unicamente que el anaranjado de acridina sustituye al --
permanganato de potasio. El anaranjado de acridina imparte al
fondo una fluorescencia de color roja a naranja.

Exfmen do los frotis.

Al examinar los frotis tefiidos con carbo-fuschsina <
en un microscopio de luz trasmitida con objeéivo de inmersién
( 100 x ), los bacilos se tifien de rojo y el fondo de azul.

En un microscopio de fluorescencia, los frotis, tefij
dos con Auramina O muestran a los bacilos dorados o de un co-
lor amarillo brillante, siendo el fondo negro. Es necesario -

no utilizar portaobjetos de vidrio fluorescente.
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Clas cacj e tis.
La Asociacién Nacional de Tuberculosis de los EE. UU
(36) recomienda la siguiente clasificacién:
No, de Bacilos. Reporte.
o No se encontraron bacilos.
&cido alcohol resistentes.
1-2 en todo el frotis Se reporta el No. y se rg
pite el estudio.
3-9 en todo el frotis Escasos 6 +
10 6 mis en todo el frotis Pocos 6 + +

1 6 m&s por campo. Numerosos &6 + + +

Tubos de centrifuga estériles de 50 ml. con tapén de -
rosca.

Pipetas estériles: capilares, de 1.0 y 10 ml.

Portaobjetos.

Centr{fuga.

gggigg gQ Cultjivo.

2 6 4 Lowenstein~ Jensen para cada especimen.

2 7HIO Agar por cada especimean.
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Reactivos.

Solucién digestante y descontaminante de N acetil - L
cistefna e hidréxido de sodio. Para preparar 100 ml. de solu--
cién se mexclan las siguientes sustancias:

SO ml. de NaOH al 4% (1.0 N).

50 ml. de Citrato de sodio al 2.9% (0.1N).

0.5 de N acetil -~ L -~ cisteina en polvo.

La solucién debe usarse dentro de las 24 horas si- -
guientes a su preparacién. Se puede utilizar para el siguiente
dfia siempre que se conserve en un frasco bien cerrado.y en re-
frigeracién. La primera y segunda soluciones se esterilizan en
autoclave.

Agua destilada estéril & Buffer de fosfatos, pH 6.8.

Solucién estéril de albimina bovina al 2%, pH 6.8.

Tubos con tapén de rosca y agua destilada estéril, --
aproximadamente 4.5 ml. en cada uno.

Procedimiento.

a.- Transferir el especimen a un tubo de centrifuga.-
El volumen del especimen no debe ser mayor de 1/5 del volumen-
total del ‘tubo de centrffuga (10.0 ml del especimen para un ty
bo de 50 ml. ).

b.-~ Se afiade un volumen equivalente del agente dig-;-

tante y descontaminante.
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c.- Se cierra perfectamente el tubo de centrifuga y-
se mezcla en un Vortex durante 5 a 20 seg.

d.- Se deja reposar a temperatura ambiente durante -
15 min.

e¢.- Llenar el tubo hasta la mitad con agua destilada
estéril 6 buffer de fosfatos pH 6.8.

f.- Centrifugar a 3000 rpm por 15 min.

g.- Desechar el sobrante en un frasco conteniendo dg
s infectante.

. h.- Afiadir 1.0 a 2.0 ml. de una solucién al 2% de a}l
bimina bovina o agua destilada estéril.al sedimento. Agitar -
para mezclar. B-.to constituye el sedimento S1 sin diluir.

i.- Tomar 0.5 ml. de S; y afiadirle 4.5 ml. de agua -
destilada. Esta dilucitn 1/10 es 8,.

j.~ Inocular 2 gotas de sly 8, sobre la superficie -
de un medio de Lowenstein - Jensen (2 tubos para cada especimen
y sobre la superficie de un medio 7HIO ( un tubo para cada dj
lucién) .

k.- Del sedimento sl se prepara un frotis.

Método de Hidréxido de sodio. (Método de Petroff) --
(36) .

Reactivos.

Solucién al 4% de NaOH.
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HCl 2.0 N.

Rojo de fenol o azul de bromotimol.

Bxocedimjento.

a.- Afiadir el esputo en un tubo de centrifuga con un

volumen igual de NaOH al 4%.

b.~- Mezclar a intervalos. Mantener el especimen en -
la incubadofa a 37°-c por 15 6 20 min.

C.= CQntrifqgar a 3000 rpm.

d.- Decantar el sobrenadante en un frasco con desin-
fectante.

e.- Neutralizar el sedimento con HCl 2.0N, afiadir al
sedimento una gota del indicador y gota a gota afiadir el £ci-
do hasta que el indicador vire a amarillo. !vitar‘ol exceso -
de £cido.

f, - Mezclar el sedimento, inocular y hacer.frotis. -
—todo de) Fosfato Trisédico - Zephiran. (36).

Reactivos.

Solucién digestante: afiadir 7.4 ml. de Zephiran a --
4.0 1 de agua destilada caliente conteniendo 1.0 kg de fosfa-
to’ttilédiéo (Na3 PO4¢12 H20 ).

Buffer de fosfatos estéril 1l; 15 M, pH 6.6

Procedimjento:

a.- Mezclar volimenes iguales de sustancia digestan-~
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te y esputo.

Agitar por 20 min. y dejar reposar por 30 min.

b.- Centrigugar a 3000 rpm por 20 min.

c.~ Descartar el scbrenadante.

d.- Suspender el sedimento en 10 a 20 ml. de buffer-
de fosfatos estéril.

e.~- Centrifugar y descartar el sobrenadante.

f.- Inocular el sedimento en los medios apropiados.

M8todo del Acido Ox8lico. (36).

El método estd indicado para el tratamiento de espu-

to de pacientes cuyas secreciones est&n consistentemente con-

taminadas con Pgeydomonas sp.

Rxocedimiento:

a.- Se mezclan volimenes iguales de &cido oxf&lico al
5% y esputo en un tubo de centrifuga. Se incuba este tubo du-~
rante 30 min. a 37* C agitando un par de veces durante la in-

cubacién.

b.~- Afiadir 10 ml. de solucién salina fisiolbSgica y -
mezclar.

c.~ Centrifugar a 3000 rpm.

d.- Decantar el sobrenadante fluido.

a.~ Neutralizar el sedimento.

f.~ Inocular en medios apropiados.
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Método de Hipoclorito de godio ( Clorox). (36).

Usado Unicamente para microscopia. Los bacilos tuber-
culosos mueren después de una exposicién de 15 min.

Procedimjento.

a.- Afiadi un volimen equivalente de hipoclorito de -
sodio al esputo.

b.~ Agitar perfectamente en un Vortex durante 10 min.

c.- Centrifugar a 3000 rpm por 15 min.

d.- Decantar el sobrenadante fluido.

¢.~ Extender el sedimento sobre un portaobjetos y de-
jar que se seque.

4.- Otros Flufdos Orgfnicos.

El liquido espinal y los fluidos que se acumulan en -
cavidades serosas inflamadas (pleural, pericardial, perito- -
neal y sinovial) son asépticamente colectados en tubos estéri-
les y bién sellados. 8i el flufdo es claro, se centrifuga y de
canta, posteriormente es inoculado en el medio. 8i el flufdo es
mucopurulento, denso 6 grueso, se trata ¢l sedimento como el -
esputo.

5.- Teiides.

Los tejidos de biopsias, especimenes quirirgicos § --
autopsias, se trituran en morteros estériles con solucién salj
na estéril 6 albimina bovina estéril. Se transfiere la suspen-

8i6n a un tubo de centrifuga y se trata como el esputo. 8i se-
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tiene la certeza absoluta de que el especimen no est& contamj
nado, el sedimento puede inocularse directamente sobre la su-
perficie de los medios.

6.- Incubacién de los Cultjvos,

Temperatura, -~ Incubar todos los cultivos a 35° - 37°C

Los cultivos de lesiones de piel deben también incubarse a-
30° 33°* C (M, marimum v M. ulcerans no desarrollan a 37° C en-
los aislamientos primarios.)

Atmbésfera.~ Incubar en atmésfera de COp al 5% -~ 10X.

En los medios de cultivo en tubo, los tapones deben-
quedar flojos durante la primera semana de incubacién, para ~
permitir la entrada de aire, posteriormente deben ser apreta-
dos. Para que los medios de cultivo en caja no se deshidraten,
algunos autores recomiendan el uszo de bolsas de pléstico per-
meable que posteriormente se sellan, al colocar la caja de Pg
tri. Otros recomiendan invertir las cajas por 2 6 3 dfas de -~
manera que el medio se rehidrate con el agua de condensacién-
acumulada en las tapas.

7.~ Tiempo de Incubacién.

La mayorfa de las especies patSgenas para el hombre-
desarrollan en medios de cultivo apropiados entre 3 a 4 sema-
nas de incubacién, M, ylcerans puede requerir 3 6 mas meses -

de incubacién a 30° - 33° C. Cuando se sospecha de tuberculo-
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sis, el resultado no se debe reportar negativo hasta el final
de la sexta semana de incubacién.

8.~ Inoculacidén en Animales de Laboratorio.

Para el diagnéstico, el animal de eleccién es el cu-
yo. El sedimento (I - 2 ml.) de un especimen centrifugado y =~
neutralizado por alguno de los procedimientos de digestién y-
descontaminacién, se inocula subcuténeamente a nivel de la ip
gle derecha del animal.

El sitio de la inoculacién debe limpiarse con fenol-
al 2%

El diagnéstico se base en los hallazgos de la necro-
psia, la distribucién y apariencia de las lesiones en los mé-

di1los linfhticos, higado, bazo Y pPulmones y la demostracién de
bacilos S&cido-alcohol resistentes en frotis de los Srganos da
fiados.

Actualmente la inoculacién de animales esté limitada
a las siguientes indicaciones:

- Plufdos orgénicos en los cuales hay un nimero escy -
s0 de bacilos. ( LCR, liqguido pleural. etc.. ).

- Esputo de pacientes cuyos cultivos estén consistep
temente contaminados.

- Sedimentos urinarios cuando los cultivos son negar

tivos, pero hay evidencia clinica y radiolégica de una tuber-




le3

culosis de tracto genitourinario.

La inoculacién en conejos no tiene campo en el diag-
néstico, se usa principalmente en la identificacién diferen--
cial entre M. tuberculosis y M. bovis, cuando los cultivos no
tienen caracterf{sticas que permitan su total identificacién.-
En el Center for Disease Control (36) utilizan una suspensién
salina conteniendo 0.0l mg del bacilo el cual es inoculado ip
travenosamente en la vena marginal de la oreja del conejo. Gg
neralmente los animales inoculados con M, bovis mueren despu-
@s de 8 a 10, semanas, pero un inSculo con M, tuberculosis --

nunca mata al conejo.




1. Prueba de njacina en tubo.
Material. Se requieren tubos estériles de 16 X 125 mm.

m Agua destilada o solucibn salina estéril, -
soluciftn al 4% de anilina en etancl mantenida en refrigerador y
frasco &mbar, solucibn de bromuro de cianbgeno al 10% en agua —--
destilada mantenida en refrigeradorx (si hay formacién de precipi
tados es necesario calentar hasta disolverlos).

Exocedimiento. En un tubo de cultivo con desarrollo m§
nimo de 4 semanas, se afiade 1.0 ml de solucibn salina o agua deg
tilada estériles, despubs de la extraccibén se deja reposar por -
15 min. Tomar 0.5 ml del fluido y transferirlos a otro tubo, afg
diendo 0.5 ml de anilina (la solucifn no debe ser colorida), pog
teriormente afiadir 0.5 ml de bromuro de cian&géno, produciendose
un color amarillo, que generalmente aparece inmediatamente. Ac--
tualmente existen procedimientos en tiras de papel, disponibles-

comexrcialmente (36).

2.- Pxusba _de Catalasa.
« Se requieren pipetas capilares de 1.0 y 5.0
ml, tubos con tapon de rosca de 16 X 125 mm, bafio a temperatura-

"constante y asa de cultivo.
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Reactivos. Solucibn al 30% de perf&xido de hidrégeno, -
almacenada en refrigeracifn, solucibn al 10% de tween 80 esteri-
lizada en autoclave por 10 min y guardada en refrigerador, el --
sustrato se prepara mezclando vol@menes iguales de tween 80 y --
perbxido de hidrbgeno o Superoxol, solucibdn amortiguadora de --
fosfatos 1/15 M a pH - 7.0.

Procedimiento. En la prueba a temperatura ambiente, se
afiaden una o dos gotas de la mezcla o sustrato al medio de culti
vo, 86lido, donde hay desarrollo bacteriano, Cbservar la forma--

ciébn de burbujas, en un m&ximo de 5 minutos.

3.- Pxuaeba de catalasa a 68°C.

Con una pipeta estéril, tomar 0.5 ml de la solucibn --
amortiguadora de fosfatos 1/15 M, pH - 7.0 depositfindola en un -
tubo con tapbn con una asada de cultivo, emulsificar la masa bag
_teriana del medio s6lido en el tuég que contiene el amortiguador.
Posteriormente colocar el tubo en:un bafio 2 68°C por 20 minutos,
después de sacar los tubos y dejarlos enfriar a temperatura am--
biente, afiadir 0.5 ml de sustrato y observar la formacibn de bur
bujas que aparecen en la superficie del liquido.

Dejar reposar por 20 minutos para dar un resultado ne-
gativo.

Existe una prueba semicuantitativa de catalasa, que se

reporta en relacibn con los milimetros de una columna de burbu--

jas puesta sobre la superficie del medio.Esta prueba permite di-
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ferenciar entre especies productoras de catalasa en alta y baja-

concentracién (36,74).

4.- Prueba de arjlsulfatasa.

Material. Tubos de 18 X 60 mm con tapén de rosca.

Reactivos. Para la elaboracibn del sustrato se incorpg
ra 1 ml de glicerol y 65 mg de la sal disulfato trisfdico de fe-
noftalefna, esterilizada por filtracién, en 100 ml de base de --
agar oleico de Dubos fundido, esterilizado en autoclave. Colocar
2 ml del sustrato en tubos con tapfn de rosca. Solucifn de Na,CO,
1M (100 ml ).

Procedimiento. Inocular una gota de la suspensifn baaj
lar en los tubos con base de agar oléico de Dubos, incubando a -
37°C por tres dfas, y por 2 semanas para las Myccbacteria de lep
to desarrollo, afiadir 1 ml de “‘zc°3 y observar una coloracibn -
rosa de la fenoftalefina libre. Se reporta en cruces de l+a 5+ de

acuerdo a estindares preparados con una solucién base de fenofta

lefna (como sal de sodio) al 0.1% en agua destilada (74).

5.-_Prusba de xeduccifn de pitratos.
| Material.- Los cultivos para realizar esta prueba de--
ben ser de no mfs de 3 a 4 semanas para los de desarrollo lento-
y de 2 a 4 semanas para los de desarrollo répido.
Tubos con tapfn de rosca de 16 X 125 mm y bafio a tempe

ratura constante.

Reactivos. HCL concentrado diluido 1:2, solucibn al --
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2% de sulfanilamida, solucibn al 1% de dihidrocloruro de N-nafti-
letilendiamina, solucién de NaNO; 0.01 M en amortiguador de fosfa
tos 0.022 M, pH 7.0 y polvo de zinc, lLas soluciones se mantienen-
a'temperatura ambiente.

Procedimiento.Colocar unas gotas de agua destilada est§
ril en un tubo con tapén de rosca, afiadiendouna asada del desarro
1lo bacteriano y 2 ml de NaNoa. Agitar la mezcla e incubar en un-
bafio a 37°C por 2 horas. Se afiaden, 1 gota de HCl, 2 gotas de - ~-
N-naftiletilendiamina y 2 gotas de sulfanilamida. Examinar inme--
diatamente el desarrollo de un color rojo a rosa. A los tubos ne-
gativos se les afiade polvo de zinc y éste reduce el nitrato a ni-
trito. Para esta prueba ya existe un método en tiras de papel de-

manera comercial, desarrollado por los Laboratorios Difco, Detro-

it, Mich. (74).

6.- Prugba de hidrolisis de tween 80.

Material. Tubos de 16 X 125 mm con tapbn de rosca.

Reactivos. Para el sustrato se combinan 100 ml de amox
tiguador de fosfatos 1/15 M, pH 7.0, 0.5 ml de tweeﬂ 80 y 2 ml -
de una solucién acuosa al 1% de rojo neutro. Colocar 2 ml del -~
sustrato en los tubos y esterilizar en autoclave durante 10 miny
tos, después de esterilizar, el .lfiquido tiene un color fmbar. El
sustrato debe almacenarse en refrigerador y en frasco &mbar, por

no més de 2 semanas.
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Procedimjento. Suspender en el tubo con sustrato una -
asada del desarrollo bacteriano e incubar a 37°C. El desarrollo-
de un color rosa indica un resultado positivo, los tubos se leen
a las 24 horas, 5 dfas y 10 dfas,es importante no agitar los tu-

bos cuando se realizan las lecturas.

7.~ Prueba de reduccitn de telurjto.

Material. Tubos de 20 X 50 mm con tapbn de rosca. Los-
cultivos de aproximadamente 7 dfas, se emulsionan en 5 ml de me-
dio de Middlebrcok 7H9 contenido en los tubos. Este desarrollo -~
debe ser turbio.

Reactivos. Solucién acuosa al 2% de telurito de pota--
sio, colocar de 2 a 4 ml en tubos para esterilizar en autoclave-
por 10 minutos.

Procediaiento. Afiadir 2 gotas de la solucibn de teluri
to a los tubos conteniendo medio Midddlebroock 7H9 e incubar a --
35 - 37°C por un perfodo de 7 dfas, examinando los tubos cada --
dfa. Un precipitado negro metflico indica una prueba positiva --
(36).



169

Procedimientos utilizados en las pruebas de susceptibilidad a

drogas.

1l.- Métodos y medios de cultivo.

La técnica mids apropiada para la elaboracién de me- -
dios de cultivo conteniendo la droga, es la descrita por Wayne
Y Krassnov. (151), en la cual se utilizan discos que contienen
cantidades e-tanda;izadas de la droga y que son colocados en =
cuadrantes individuales de las cajas de petri (método directo).

La tabla 10 muestra la distribucién de los discos --
que contienen la droga para las pruebas de susceptibilidad.

Se prepara base de agar 7HIO 6 7H1l con enriquecimiep
to OADC (&cido oléico, albimina, dextrosa y catalasa), cuidan-
do de no sobrecalentar la base durante la esterilizacién. Se -
requieren aproximadamente 50 ml. de medio para 10 cuadrantes.-
Posteriormente se incuban las placas conteniendo los discos --
con la droga durante toda la noche, para permitir la difusibén-
de ésta y probar la esterilidad del medio.

En la tabla se muestran las diluciones apropiadas pa-
ra los especimenes que se trabajan con el método directo, se =~
inocula aproximadamente O.1 ml. del especimen, tratado por a)
gGn método de digestidn, en cada cuadrante.

En el método indirecto se suspende la masa bacteriana

APENDTICE D.
1

en 4 ml. de caldo de Dubos con albimina y tween 80, mezcléndo-
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se por agitacién en un vértex durante 1 minuto, procurando no
producir aerosoles.

Dejar reposar por 15 minutos.

Diluir la suspensién en caldo de Dubos hasta obtener-
una turbidez escasa, de &sta se preparan diluciones de 102 a-
1074, sembrandose 0.1 ml. de la dilucién 10-2 en el cuadrante-
de control 1 y en cada uno de los cuadrantes gque contienen la-
droga.

Dg la diluci6én 104 se siembra el cuadrante de control

Si el cultivo a probar es viejo (m&s de 6 semanas de-
incubacién), es necesario resembrar en caldo de Dubos con al--
bimina y tween (36).

2.- Incubacién v lectura de las pruebas.

Las plaéa- se incuban a 37° C en atmésfera de Cop; - -
(de S a 10X) y se leen cada semana por un perfodo de 3 semanas.
La cantidad de desarrollo se reporta como sigue:

Inmumerables o confluentes. + + + a+ ++ +
Aproximadamente de 100 a 200

colonias. + 4+

De 50 a 100 colonias. +

Menor de 50 colonias. Escasa.
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En la mayoria de los casos es posible estimar si la-

proporcibén de colonias resistentes es menor o mayor del 1%. -

Cuando el desarrollo en el cuadrante que contiene la droga,
excede el desarrollo del cuadrante usado como control en la -
siguiente dilucién, (10%), entonces més del 1% de la pobla-~.-
cién es resistente a la droga.

Para la lectura de las pruebas se utiliza un micros-
copio de diseccién, utilizando un objetivo de 30 a 60 X.y luz
trasmitida.

Hugo L. David en su libro Bacteriologfa de las Myco-
bacteriosis (36) recomienda ajustar la suspensién de bacte- -
rias al estandar No. 1 de la escala de MacFarland, con agua -
destilada estéril o solucién salina estéril, el estandar No.-
1 de MacFarland se prepara afiadiendo 0.1l ml. de una suspen- -
sién al 1% de BaCl, a 9.9 ml. de H,504 al 1%. De esta suspen-
sién se realizan diluciones (1073, 10~4 etc.) para sembrar en
las placas que contienen las drogas.

En relaciSs con el tamafio del infculo recomienda lo-
siguiente:

1l X'lo8 bacilos pesan aproximadamente 1.0 mg. (peso -
seco) .

El esténdar No. I de MacFarlandsaproximadamente O.l-
mg .t aproximadamente 1.0 X 107 baciloszaproximadamenteuna ab--

sorbancia de 0.0l a 650 nm. en un medio 7H9.
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El tamafio del inéculo no debe exceder 100,000 bacilos.

Para reportar, se recomienda contar el nimero de colo-
nias en el medio de control y en el medio que contiene la droga
calculando él nimero de sobrevivientes. Se reporta la propor---
cién como un porcentaje de células resistentes.
3.~ ebis 8 bil ag sec rias.

Estas pruebas est&n limitadas a ciertos laboratorios -
de referencia. En general, los métodos y medios utilizados para
las drogas primarias son los mismos que se utilizan para las --
drvogas secundarias. Las drogas secundarias que mis frecuentemep
te se prueban son: cicloserina, kanamicina, viomicina y piragi-

namida.
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Tabla 10.
Distxibucibpn de discos conteniendo droga para las pruebas de sus-
septibjilidad. |
Placa No. Cuadrante. Droga. g por disco. Concentracibn ‘
1 1 Control 1 - iinéla‘!m._
11 Insoniacida 1 0.2
111 Insoniacida 5 1.6
v Etambutol 25 5.0
2 1 Control 2 s 0
11 Estreptomicina 10 2.0
111 Estreptomicina 50 10.0
v Rifampicina 5 1.0
3 1l Ac. p-aminosalj 10 2.0
silico
1) Ac. p-aminosalj. '~ 50 10.0
silico.
111 -
v -

No. de bacilos &cido-
alcohol resistentes -
por campo (ocbjetivo -
de inmersifn)

Menox de 1

De 1 a 10

Mfs de 10.

Cuadrante 1

Sin diluir

10°1

1072

Cuadrante 2 Cuadrante

-1

10

10-4

con droga.

Sin diluir.
10-1

10-2

Tomadas de : Manual of Clinical Microbiology (1974) Second Edition.

Chapter 16, pages 170-175. Published by American Society of-Micro-

biology.
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