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RESUMEN 

Se sabe que la mayor parte de la protección de 

las Micobacterias reside en su pared celular, por lo que 

mientras más tiempo emplee la Micobacteria en elaborar su 

pared celular, más tiempo tardará en desarrollarse y por 

ende, en inducir enfermedad al huésped. Debido a que los 

principales componentes de la pared bacteriana, responsables 

de generar hipersensibilidad antigénica, son principalmente 

glicolipidos lipooligosacáridos y peptidoglicanos se 

considera la posibilidad de que las micobacterias efectuen 

algun proceso que permita la glicosilación de proteinas, 

lipidos, y que al incrementar este proceso se elabore más 

rápidamente la pared celular y por ende su crecimiento sea 

más rápido. 

En este trabajo se observó que cuando al medio de cultivo 

se le adicionó como fuente de carbono algun carbohidrato 

simple las micobacterias crecieron más rápidamente en 
comparación con aquéllas a las que se les agregó carbono a 

partir de otras fuentes como el glicerol. 

Los resultados sugieren que la presencia de carbohidratos 

como fuente de carbono activan la via glucolítica esta via 

aparentemente es más eficiente que la gluconeogénesis en 

términos metabólicos y que algunos residuos de glucosa y/o 

carbonos producto del metabolismo sean incorporados a 
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moléculas protéicas por procesos semejantes a la 

qlicosilación de proteinas en eucariotes. 
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INTRODUCCION. 

El bacilo de la tuberculosis pertenece al orden de los 

Actinomycetes, familia de las Mycobacteriaceae y al género 

Mycobacterium. Está clasificado dentro del grupo III de 

Runyon como una bacteria no cromógena. Es un bacilo 

ácido-alcohol resistente que se tiñe por la coloración de 

Ziehl Neelsen, es aeróbio estricto, muy sensible a 

desecación y a la luz solar y está formado por prótidos, y 

lipidos. Los prótidos y probablemente los glUcidos son los 

responsables de la respuesta tuberculinica y por lo tanto 

de la lesión anatomopatológica especifica, en tanto que 

los lipidos son los responsables de la propiedad ácido­

alcohol resistente. 

El bacilo se multiplica por división directa y se cultiva 

en medios apropiados como el de Lowensten-Jensen Holmes. 

La enfermedad se transmite mediante la entrada de los 

bacilos que se encuentran en las gotitas de la 

expectoración de un enfermo que acaba de toser y son 

inhalados por el sujeto sano. El gérmen llega al 

parénquima pulmonar, habitualmente a la parte media del 

pulmón derecho, produciendo una neumonitis. Provocan 
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después una linfangitis y una adenitis mediastinal y se 

desarrolla el complejo tuberculoso primario, quedando como 

prueba de la primoinfección tuberculosa la positividad a 

la tllberculina (PPD). 

En algunas ocasiones el bacilo no se detiene en el ganglio 

del hilio pulmonar sino que asciende por los linfáticos 

mediastinales y llega a desembocar a través de la gran 

vena linfática derecha al torrente sanguíneo en la unión 

de las venas subclavia y yugular interna. 

De ahi pasa a las cavidades derechas del corazón y es 

lanzado por el ventriculo al territorio vascular pulmonar 

en donde con gran frecuencia deja nódulos en la parte más 

alta de ambos lóbulos pulmonares superiores y continua su 

camino para hacer siembras que no producen manifestaciones 

clínicas en otros órganos y sitios, como los riñones, los 

genitales, la columna vertebral, la cadera y las rodillas, 

entre los más frecuentes. Este mecanismo patoqénico 

costituye la diseminación hematógena de la enfermedad 

(Emori y col 1985); (Goren, 1974). 

En ocasiones la diseminación se hace aparente provocando 

las manifestaciones clínicas del aparato o sistema que 

esta afectado como ocurre con frecuencia en el sistema 



nervioso central que provoca meningoencefalitis y, segundo 

lugar la tuberculosis hematógena generalizada postprimaria 

del niño. 

Los bacilos que llegaron por via hemática y que 

habitualmente permanecen durante muchos años en estado 

latente sin dar sintomatoloqia, sin embargo pueden 

activarse por circunstancias todavía no conocidas, entre 

las que se anotan defectos de nutrición, esfuerzos fisicos 

exageréidos, gran es tres o enfermedades que alteran el 

equilibrio inmunológico como la diabetes. Los bacilos en 

el interior del organismo aumentan la virulencia y 

producen la enfermedad, bien sea en el lugar donde se 

implantaron pro"•ocando una tuberculosis pulmonar, renal, 

genital u ósea, o bien son diseminados por via hematóqena 

al territorio vascular pulmonar ocasionando una 

diseminación hematógena pulmonar tardia. 

Finalmente cuando los bacilos producto de la 

primoinfección que llegaron a los órganos por via hemática 

y dejaron nódulos, especialmente en los vértices 

pulmonares, reactivan su virulencia y originan la 

enfermedad tuberculosa, se habla de tuberculosis de 

reinfección. Esta es más frecuente en el pulmón que en 

cualquier otro órgano. Ahi destruye el parénquima formando 



cavernas y se expulsan bacilos con la expectoración, 

constituyendo fuentes de contagio que infectan nuevamente 

a sujetos sanos. 

Con menor frecuencia, la tuberculosis se reactiva a través 

de la llegada del exterior de nuevos bacilos que 

encuentran al individuo en estado inmunodeficiente 

facilitandose asi su proliferación y generando una 

reinfección que se califica como exógena. El enfermo 

presenta la sintomatologia del proceso infeccioso pulmonar 

con baciloscopia positiva (Brennan, 1990). 

Histológicamente la enfermedad se caracteriza por la 

formación de granulomas; la tuberculosis debe ser 

diferenciada mediante estudios bacteriológicos de otras 

enfermedades producidas por especies de Micobacterias 

semejantes, que causan tuberculosis extrapulmonar como la 

de los huesos, las articulaciones, los riñones, etc. 

(Barkasdale, and Kim, 1977.); (Ikawa y col. 1989). 



Características morfológicas. 

La Micobacteria es una bacteria procariota, que carece 

de mitocondrias, aparato de Golgi y reticulo endoplásmico; 

es ácido-alcohol resistente (Oaffé y col. 1987). Al 

microscopio óptico se observan bacilos delgados: rectos o 

curvos que miden de O. J a o. 6 micras de ancho por o, 5 a 

4.0 micras de largo, se encuentran solos o aglomerados; 

son inmóviles, no esporulados, y no forman cápsula, 

presentan un gran polimorfismo debido a lo cual se 

observan bacilos filamentosos, ramificados, cocoides o en 

forma de L (Fournié y col. a 1987). 

En la superficie celular se ha observado una estructura a 

la que se le ha denominado ~icrocápsula. Entre la 

microcápsula y la pared celular se encuentra una zona 

osmiofobia y en el citoplasma se observan vacuolas y 

ciertas estructuras parecidas a la volutina (Azuma y col 

1970). 

Al microscopio electrónico se observan gránulos y vacuolas 

en los extremos celulares del citoplasma que es homogéneo 

en los bacilos jóvenes pero es granular en los bacilos 

viejos: una de las funciones de los gránulos de volutina, 

también llamados gránulos metacromáticos (metafosfatos y 



polifosfatos), es el de reserva de alimento, asi como de 

energia (Goren, 1972). 

La cápsula generalmente esta formada por polisacáridos de 

varios tipos (dextrán, leván y celulosa ) aunque también 

contiene polipéptidos y polimeros (Brennan, 1990}. Se cree 

que la 

pr<>pia 

sustancia capsular es material excretado de la 

bacteria que le sirve como: a} una cubierta 

protectora, b) depósito de alimento, o bien, e) un 

componente que aumenta la capacidad infecciosa. 

Si se realiza una tinción de Gram, el bacilo se tiñe de 

color violeta (Gram positivo} debido a los gránulos de 

Much; estos gránulos que no son acidorresistentes, se 

encuentran en lesiones tuberculosas en las cuales no se 

han podido encontrar bacilos tuberculosos. Pese a que Much 

afirma que estos gránulos son viables, infectantes y 

virulentos y que dan lugar a bacilos ácidorresistentes 

tipicos, aun no se conoce su verdadera función. Los 

gránulos de Mu ch se transforman en bacilos 

acidorresistentes en el organismo y en cultivos de 

tejidos, pero no en medios artificiales (Draper, 1982}. 



Características Oa cultiyo. 

El desarrollo de Mycobacterium es lento en todos los 

medios de cultivo, y requiere de varias semanas para que 

la colonia sea visible (Goren, b 1970). Se han empleado 

varios medios de cultivo para este género obteniéndose los 

siguientes resultados: 

a) Agar glicerina: Al cabo de 8 semanas se observan 

colonias elevadas, de color crema y con la superficie 

corrugada. 

b) Caldo glicerina: después de la octava semanas de 

cultivo se forma una pelicula gris corrugada, sin 

turbidéz, con depósito granuloso. 

c) Medio de huevo de Dorset: al cabo de J a 4 semanas se 



forma una pel1cula verrugosa, seca, de color gris mate 

con tinte amarillento. 

d) Medio de Bordet-Gengou: desarrollo visible pasados 12 

dias, con desarrollo máximo en 4 semanas, colonias 

elevadas, finamente granulosas de 1.1 a 3.3 mm de 

diámetro con borde dentado. 

e) Medio de Lowenstein: Después de 4 semanas se observan 

colonias elevadas con aspecto de ovillo. 

f) Medio especial de Petragnani: A las 4 semanas se 

detectan colonias de desarrollo exhuberante, elevado, 

granuloso, color crema y coalescente. 
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Características fisiológicas 

Las micobacterias son microorganismos aerobios que 

crecen en medios con pH casi neutro, entre 6.8 - 7.2, a 

temperaturas que oscilan entre 30 y 42 °c siendo la óptima 

de 37 °c para las cepas que son patógenas para el hombre; 

estos organismos poseen una actividad metabólica elevada y 

sus fuentes de carbono o de energia pueden ser facilmente 

aportadas por medios que están constituidos por el suero 

animal, la albUmina de huevo y la glicerina (Xamisango y 

col 1985). 

Las bacterias contienen enzimas proteoliticas que son 

activas, tanto en el medio alcalino como en medio ácido 

(Brennan, 1989); asi como otras enzimas que llevan a cabo 

la fermentación del alcohol, a partir de glicerina y 

carbohidratos simples; de estos Ultimes los más 

importantes son la glucosa, la levulosa, la arabinosa y la 

galactosa pero no metabolizan la sacarosa ni la lactosa 

(Rojas y col. 1984) . Las micobacterias contienen 

lecitinas, fosfátidos, urea; presentan poder reductor por 

lo que desintegran los aceites de oliva, ricino, etc. No 

producen exotoxinas aunque tienen sustancias tóxicas que 

se liberan al desintegrarse sus células (Draper, 1982). 



Estos microorganismos presentan elevada resistencia a 

los desinfectantes, (fenal al 1%, ác. clorhidrico al 2%, 

etc) pero son destruidos por la pasteurización y la 

esterilización al calor ordinario, son resistentes a la 

desecación y pueden sobrevivir durante largos periodos en 

esputos secos u otros liquidas corporales. 

Estos microorganismos crecen muy lentamente por lo que, 

para su aislamiento en muestras clinicas, los medios de 

cultivo deben contener una sustancia que inhiba a todas 

las bacterias excepto a las micobacterias. 

Composición ouimica 

La sobrevivencia de las micobacterias dentro de las 

células fagociticas se ha atribuido a diversos mecanismos 

entre los que sobresale la presencia de una zona 

electrones que rodea a la micobacteria a manera de cápsula 

y cuya estructura es muy similar a la pared celular; esta 

zona esta formada principalmente por compuestos de 

naturaleza lipidica que se localizan en zonas 

distinguibles por microscopia electrónica (Minnikin, 

1982). 
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Estudios quimicos recientes han demostrado que los 

miembros de los géneros corynebacterium, Mycobacterium y 

Nocardia comparten una composición de la pared celular que 

es distintiva y Unica de los miembros de estos tres 

géneros. 

El péptidoglicano de su pared celular es del tipo A (unión 

transversal directa entre el ácido meso-diaminopimélico y 

la D-alanina). Covalentemente unido al peptidoglicano hay 

un polisacárido formado por arabinosa y galactosa. 

~La presencia de este arabinogalactano en la pared confiere 

reactividad inmunológica cruzada con las bacterias ·de los 

tres géneros. 

Además esta pared posee un alto contenido de lipidos, que 

incluye la clase distintiva de lipidos conocidos com 

ácidos micólicos, que son B-hidroxiácidos ramificados, 

cuya estructura general está representada en la figura l. 
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Figure 1. B-Hidroxiácidos 
ramificados donde, R1 y R2 
son grupos alquilicos. 

Los ácidos micólicos de las micobacterias contienen de 79 

a 85 átomos de carbono. Estos componentes de la pared 

celular están unidos al arabinogalactano a través de 

enlaces de tipo éster; este tipo dominante de 

peptidoglicanos contiene ácido meso-diaminopimélico en la 

posición 3 de la cadena peptidica y las cadenas adyacentes 

están ligadas entre si directamente por el grupo amino 

libre del ácido meso-diaminopimélico y el grupo carboxilo 

libre de la D- alanina (union 3:4). Figura 2 (Hetch y 

Causay 1976). 

Figure 2. Representación de la 
unión transversal entre el grupo 
carboxilo terminal de la o-alanina 
en una subunidad y el grupo amino 
libre del acido diaminopimelico de 
la subunidad adyacente M. 
tuberculosis. 
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Las micobacterias contienen grandes cantidades de 

materiales lip1dicos como·: ácidos grasos, ceras y lipidos 

complejos, también contienen proteinas y gran variedad de 

polisacáridos a algunos de los cuales se les atribuye la 

especificidad antigénica (Me. Neil, y col. 1989). 

Se han identific~do en las micobacterias diversas 

familias de lipidos y los más importantes para 

Hycobacterium. tuberculosis son: 

- Acidos micólicos. Son los ácidos grasos más abundantes 

en las micobacterias patógenas para el hombre, son la 

matriz sobre la cual el resto de los 

lipidosmicobacterianos se anclan a la pared celular y lo 

hacen a través de sus residuos acilicos. Los ácidos 

micólicos se pueden encontrar aislados o formando parte de 

lipidos mas complejos (Lanéelle, 1989); (Hunter, 1985 y 

1988). 

- Los lipopolisacáridos. Son compuestos solubles en 

aqua,parte de su estructura atraviesa los peptidoqlicanos 

y está anclada a la membrana citoplasmática mediante su 

residuo fosfolipidico (Hunter y col 1986). La porción 

glicosidica de la lipoarabinomanana está constituida por 

arabinosa y manosa, en tanto que la porción lipídica está 

constituida de glicerol, mioinositol-1-fosfato y ácidos 

grasos como lactato, succinato y/o palmitato-10-
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metiloctadecanato tuberculoestearato (Pozo y col 1990). 

PatoqanioicSad. 

Mycobacterium tuberculosis es un microorganismo 

estrictamente patógeno, En el hombre el bacilo se 

encuentra en lesiones tuberculosas, por lo general en los 

pulmones. La vía de entrada ocurre por lo general a través 

de las vías respiratorias o digestivas, mientras que el 

mecanismo de transmisión más común es a través del esputo. 

cuando el microorganismo penetrD., se forma el tubérculo 

caracteristico, pero al seguir desarrollandose los 

microorganismos, las células circundantes mueren llegando 

a haber coalescencia de tubérculos adyacentes. 

El tejido muerto en el centro de tales masas se pone 

amarillento, con aspecto de queso, de ahí el término 

caseoso; este material favorece la proliferación de las 

micobacterias (Jardine and Brennnan, 1987)~ 
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El factor cuerda es un lipido complejo que se encuentra 

en la pared de la bacteria, su función es destruir las 

mitocondrias de las células que infecta alterando la 

función respiratoria y de fosforilación. La estructura 

quimica de este factor se esquematiza en la figura 3. 

(Shankaran and Venkitasubramanian, 1970); (Kato, l.972 y 

1974). Este factor es el Unico reconocido como causante de 

virulencia. 

Fiqure J. Característica estructural del 
factor cuerda de M. tuberculosis 
(6,6 1 dimicolil trehalosa) 
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Produotoa tóxicos 

Hycobacteriwn tUberculosis no produce exotoxinas. Los 

filtrados de cultivos en caldo qlicerinado contienen 

determinados productos proteinicos que cuando se inoculan 

en animales sanos ocasionan una reacción pirogénica 

transitoria diferente a la que se observa en el animal 

tuberculoso. Esta reacción es provocada por sustancias 

liberadas como resultado de la muerte celular durante el 

crecimiento de las bacterias (Butler and Kilburn, 1988). 

ANTECEDENTES 

la qlicosilación es un proceso donde los carbohidratos se 

unen por el extremo no reducido de una cadena en formación 

de proteínas, lipidos o nucleótidos para formar compuestos 

que posiblemente proporcionan cierta rigidez estructural a 

las membranas y/o pared de las células. 

En las células eucariotas este proceso se lleva a cabo en 

el reticulo endoplásmico rugoso y en la parte distal del 

complejo de Golqi. sin embargo como algunas bacterias Gram 

negativas que efectúan la qlicosilación no se sabe donde 

se lleva a cabo este proceso. 
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En las micobacterias se desconoce si son capaces de 

realizar este proceso y se desconoce el o los sitios donde 

este se efectüa. 

Quizas por este motivo no existe ningún dato en la 

literatura del proceso de glicosilación en micobacterias 

aunque la existencia de compuestos tales como 

peptidoglicolipidos, lipooligosacáridos, 

lipopolisacáridos, etc., en la pared celular sugiere el 

proceso de glicosilación en estas células es mediante 

procesos enzimáticos. 

Por otra parte hasta el momento tampoco se ha reportado la 

elaboración de un medio de cultivo en el cual la fuente de 

carbono sea un carbohidrato y no el glicerol a pesar de 

que Rojas y col en 1984, demostraron que las micobacterias 

tienen las enzimas necesarias para degradar ciertos 

carbohidratos. 

El hecho de que en todos los medios de cultivo se emplea 

el glicerol como fuente de carbono sugiere que la 

gluconeoqénesis es la principal ruta metabólica para 

obtener: a) energia y b) formar intermediarios necesarios 

para su metabolismo. 
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Todo esto ha· creado la necesidad de analizar las posibles 

rutas metabólicas que emplea la micobacteria y para tratar 

de entender su comportamiento in vivo tomando como base 

las observaciones hechas in vitre. 

HIPOTESIS 

Basandonos en resultados obtenidos por variaciones 

realizadas en el medio de cultivo en cuanto a la 

fuente de carbono sugerimos que la micobacteria 

lleva a cabo la glucólisis además de la 

gluconeogénesis siendo esta Ultima la ruta clásica 

por las bacterias en los medios habituales para su 

desarrollo ya que contienen glicerol. 

Sabemos que los glicolipidos y las glicoproteinas 

forman parte de la pared celular de las micobacterias 

y, si las micobacterias llevan a cabo la 

glicosilación, el uso de bloqueadores de la 

glicosilación modificará la pared celular de las 

micobacterias y por tanto )a destrucción de las 

mismas será más rápida, al igual que la labilidad o 

resistencia a la destrucción. 
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OBJETIVOS, 

En general el interés de nuestro laboratorio es el de 

estudiar las rutas metabólicas (glucólisis y 

gluconeogénesis) en micobacterias. Ya que como se ha 

visto, no hay infonnaciónal respecto de los mecanismos de 

resistencia de Mycobaoterium tuberculosis con fundamento 

en las rutas metabólicas que emplea para su desarrollo. 

Los objetivos generales de este estudio estan 

orientados en determinar en que grado y como el 

empleo de una u otra ruta metabólica favorece el 

desarrollo óptimo de las micobacterias. 

En particular nos interesa demostrar que las 

micobacterias: 

1.- Emplean la glucólisis como ruta metabólica. 

2.- Llevan a cabo la ruta de la gluconeogénesis. 

19 



MATERIAL Y METODOS. 

Los microorganismos utilizados en este estudio son; 

Mycobacterium tuberculosis. 

Mycobacterium avium. 

Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv 

Mycobacterium tuberculosis aislada de 

paciente. 

Mycobacterium tuberculosis aislada de 

paciente con diabetes. 

Bacilo de CALMETTE-GUERIN. (BCG). 

Las cepas de Hycobaaterium tuberculosis aislada de 

pacientes se obtuvieron de enfermos internados en el 

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, con 

diagnóstico confirmado de tuberculosis pulmonar. Estas 

cepas fueron aisladas de esputos de pacientes, primero se 

descontaminaron con hidróxido de sodio al 5% y unas gotas 

de fenoftaleina incubando 15 min a 37 ºe y después 

secentrifugaron a 3600 rpm durante 30 min. Posteriormente 

se decantó la muestra y se neutralizó el pH con HCl, se 

realizó un lavado con agua destilada estéril y se 

centrifugó a 3600 rpm durante 10 min Se realizó un frotis 

del material obtenido en un porta objetos, y se coloreó 

20 



con la técnica de Zieln Nielsen: se buscaron al 

microscopio las micobacterias ácido-alcohol-resistentes. 

Finalmente se procedió a sembrar la muestra en 4 tubos de 

ensaye los caules contenian medio de cultivo de 

LOwenstcin-Jensen por cada muestra descontaminada. 

Transcurridas 10 semanas se inocularon botellas con medio 

liquido de P.B. Y. y con colonias aisladas del medio de 

Lowenstein-Jensen. 

Después de obtener suficiente masa bacteriana (8 a 10 

semanas) se realizaron las pruebas bioquímicas de 

tipificación. 

Las cepas de Hycol:>acterium avium, Myoobacterium 

tul>eroulosis B37Rv y el Bacilo de CAI.METTE-GUERIN fueron 

proporcionadas por el Laboratorio de Referencia de la 

Tuberculosis, Organización Mundial para la Salud (OMS). 

Todas estas cepas se hicieron crecer en el medio de 

cultivo de Lowenstein-Jensen a J7 °c durante 

aproximadamente a semanas, tiempo en que se obtuvo mayor 

cantidad de masa bacteriana viable. A estas micobacterias, 

como a las aisladas de pacientes, se les realizaron 

pruebas bioquimicas para su tipificación en las cuales se 

evah\an: temperatura óptima de crecimiento, pigmentación 

de la colonia, acumulación de niacina, reducción de 
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nitratos, producción de catalasa, inhibición del 

desarrollo bacteriano por la hidrazida del ácido tiofeno 

2-carboxilico. 

Todas estas cepas se sembraron en medios de cultivo 

liquides con el objeto de obtener mayor cantidad de masa 

bacteriana asi como de obtener el extracto de las 

micobacterias para determinar las diferencias que existen 

entre las células bacterianas y el extracto. Esta 

resiembra se realizó en el medio de PBY (PROSKA.UER-BECK­

YOUMANS), que se preparó de acuerdo a la siguiente 

fórmula: 

ASPARAGINA 5.0 g 

FOSFATO MONOBASICO DE POTASIO 5.0 g 

SULFATO DE POTASIO 0.5 g 

CITRATO DE SODIO 0.617 g 

CLORURO DE MAGNESIO 0.190 g 

GLICEROL 50 ml. 

El pH del medio se ajustó a 6.8 y se aforó a 1000 ml con 

agua destilada, se distribuyó en tubos de ensaye y se 

esterilizó a 15 libras durante 30 minutos. 

Este medio de cultivo fué la base para las 

determinaciones de: piruvato, proteinas, triglicéridos, 

glucosa y colesterol, asi como pruebas bioquimicas para la 
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identificación de la especie. 

Se obtuvo una curva de crecimiento de la micobacteria 

para confirmar que el medio que se empleó fué el adecuado, 

asi como para determinar el tiempo generacional de estas 

bacterias. Para estos ensayos se emplearon tubos estériles 

con tapón de rosca a los cuales se les agregó 10 ml de 

medio de PBY y 0.1 uL de masa bacteriana medidos con asa 

bacteriológica calibrada e incubados a 37 °c. La curva de 

crecimiento se realizó por triplicado y los resultados que 

se presentan son el promedio de tres tubos por dia. 

Una vez transcurido el tiempo de incubación, se separó la 

masa bacteriana del extracto de cada tubo por medio de 

filtración con papel Whattman 42 previamente pesado; el 

papel se secó por calentamiento en una estufa a 45 ºe por 

15 min aproximadamente, después se volvió a pesar y se 

consideró la diferencia de peso del papel filtro para 

obtener asi el peso real de la masa bacteriana. 

DBTERHIRACION DB PIR07l\TO. 

Para tratar de identificar las rutas metabólicas 

utilizadas por Kycobacterium tuberculosis en cultivo, se 

realizó la determinación de la reducción del piruvato por 
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NADH2, ya que el lactato es el producto final del 

metabolismo anaerobio de la glucosa. 

La lactato deshidrogenasa reduce el ácido pirúvico en 

presencia de DPNH (difosfopiridinucleótido reducido) 

(equivalente al NDH) y lo convierte en ácido láctico; 

después de esta reducción, el resto del ácido pirúvico se 

hace reaccionar con 2,4-dinitro fenilhidrazina y forma un 

piruvato dinitro fenilhidrazona; que con una solución 

alcalina forma un compuesto cuyo color es proporcional a 

la cantidad de piruvato presente. La dinitrofenilhidrazina 

detiene la acción de la LDH: mientras mayor sea la 

actividad de la LOH, menor será. la cantidad de piruvato 

que quedó sin ser convertido a lactato. 

Reactivos. 

- Dinucleótido de la Dihidronicotinamida Adenina NADH2 

(DPNH) 

- sustrato de Piruvato. 

Desarrollador de Color: Solución de 2, 4 

Dinitrofenilhidrazina. 

24 



REACCION. 

PIRUVATO + NADH ----- LACTATO + NAD+ 

LACTATO a PIRUVATO X K ( NADH2 /NAO). 

X • Constante que varia de acuerdo a la temperatura 

empleada. 

Esta prueba se realizó con cada una de las cepas ya 

mencionadas anteriormente. 

El sonicado de la masa bacteriana de todas las cepas se 

obtuvo con 3 sonicados de 15 segundos a 40 Hz, en el 

sonicador marca Beckman. Se confirmo la lisis bacteriana 

por observación al miroscopio. se sembraron tubos con 10 

ml del medio de PBY' conteniendo el sonicado de la masa 

bacteriana o el extracto. 

La masa bacteriana que se empleo para la sonicación, asi 

como el extracto empleado fueron incubados por 4 meses a 

37 'e: para esta prueba se emplearon 100 uL de muestra y 

la concentración final del lactato se reporto en unidades 
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por litro (U/L). 

DBTBRHillJICIOH DB TRIGLICBRIDOB 

Por medio de una lipasa, los triglicéridos se hidrolizan 

enzimáticamonte en glicerina y ácidos grasos libres; 

posteriormente la glicerina se transforma en: 

GC 

GLICEROL + ATP GLICEROL 3-FOSFATO + ADP 

GDH 

GLICEROL 3-FOSFATO + NAO ----- OIHIOROXIACETOFOSFATO + 

NAOH2 

OIAFORAZA 

NAOH2 + INT -----------NAO+ FORMAZAN. 

donde la concentración de Formazan es proporcional a la 

concentración total de glicerina. 
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La disminución de la concentración de NADH2 es 

proporcional a la concentración total de glicerol. 

Reactivos 

n -Nonano 

Alcohol isoprop1lico 

Acido sulf~rico 0.04M 

Metaperyodato de sodio 0.06M en Acido acético 0.875 M 

Acetato de amonio 2M 

Reactivo de acetilacetona 

Estandar d~ triglicéridos 200 mg/dl. 

Esta prueba se realiza para conocer la cantidad de 

glicerina que consume la micobacteria asi como determinar 

la ruta metabólica que emplea la micobacteria en presencia 

de glicerol como fuente de carbono. 
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Técnica: 

BLANCO PROBLEMA ESTANCAR 

EXTRACTO * o.5 ml 

Agua Destilada o.5 ml 

Estandar 0.5 ml 

Alcohol isopropilico 3,5 ml 3.5 ml 3.5 ml 

Acido sulfúrico 

n-Nonano 

1.0 ml 1.0 ml 1.0 ml 

2.0 ml 2.0 ml 2.0 ml 

Mezclar 2 minutos y centrifugar 5 minutos a 

3600 rpm. Tomar de la capa superior 

(sobrenadante) y colocar en tubos limpios 

y secos. 

Sobrenadante 

Reactivo de NaOH en 

Isopropilico 

0.5 ml 

0.5 ml 

0,5 ml o.5 ml 

o.5 ml o.s ml 

Metaperyodato 

Acetilacetona 

Incubar a 70 •e por 20 minutos 

0.5 ml 

3.0 rol 

o.s ml 

3.0 ml 

o.5 ml 

3. o ml 

Mezclar e incubar a 70 °e durante 15 

minutos 

Leer a 546 nm. 
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Determinación e incorporación de 14C-Glucoea. 

Se inocularon 4 botellas conteniendo cada una 250 ml de 

medio de cultivo PBY y 2000 cuentas por minuto de glucosa 

marcada en todos los carbonos con C-14 y se les agregó 

0.1 uL de las micobacterias problema, esto se incubó a 37 

~ por 5 semanas posteriormente se separó por filtración la 

masa bacteriana y se sonicó como en los anteriores casos 

una vez obtenida la masa bacteriana sonicada se procedió 

a deslipidizarlas, utilizando como solventes una mezcla 

de: metanol-cloroformo (2-1) y cloroformo-metanol (2-1). 

Estos extractos se evaporaron, y de los residuos se 

emplearon 50 microlitros a los cuales se les agregó J ml 

de liquido de centelleo y se les midio la cantidad de 14C­

Glucosa incorporada. Se empleó el contador de centelleo 

(Ready Safe Beck.man) Bekman Modelo LS 6000 SE utilizando 3 

ml de mezcla de centelleo y 50 microlitros de muestra, 

cada una de las cépas se realizó por triplicado y el 

resultado obtenido es el promedio de las tres muestras. 
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Determinación de Proteínas Totales. 

Esta prueba se realizó para determinar la existencia de 

proteina que la bacteria excreta al medio de cultivo. Las 

proteinas reaccionan con los iones cúpricos en solución 

alcalina, produciendo una coloración violeta debida a la 

formación de un complejo ión cúprico y los enlaces 

pept1dicos adyacentes. 

Reactivos: 

cloruro de Sodio al o.as % 

Reactivo de Biuret. 

Solución Patrón 6 g/dl. 

Extracto 

Sonicado Bacteriano. 

Técnica: 

NaCl al o.es% 

Extracto * 
Estandar 

Reactivo de Biuret 

PROBLEMA 

1.0 ml 

o.os rnl 

2.0 ml 

PATRON 

l.O ml 

o.os rnl 

2.0 ml 

BLANCO 

l.O ml 

2.0 ml 

Mezclar y reposar a Temperatura 

Ambiente durante 20 min. Leer a 

535 nm. 
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Determinación da Glucosa. 

La enzima glucosa-deshidrogenasa (GOD) cataliza la 

oxidación de glucosa de acuerdo con la siguiente reacción: 

GOD 

GLUCOSA + 02 + H20 GLUCONATO + H202 

POD 

2H202 + 4 AMINOFENAZONA + FENOL 4(P-BENZOQUINONA­

MONOIMINO-FENAZONA 

+ H20. 

GDH 

B-D-GLUCOSA + NAO D-GLUCONOLACTONA + NADH2 

La enzima glucosa-deshidrogenasa reacciona directamente 

con glucosa y transfiere el H+ del átomo del carbono (Cl) 

de la glucosa a la molécula de NAO; la cantidad de NADH 

formado es directamente proporcional a la concentración de 

glucosa. 

La enzima glucosa-deshidrogenasa es especifica para B­

glucosa. Para prevenir la existencia de alfa y beta 

glucosa en equilibrio se usa la mutarrotasa. 
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Reactivos: 

Reactivo de o-toluidina 800 mmol/l en ácido acético. 

Solución Patrón de Glucosa lg/dl. 

EXTRACTO 

Solución Patrón 

Agua Destilada 

Técnica: 

PROBLEMA 

o.os ml 

PATRON BLANCO 

o.os ml 

Reactivo de o-toluidina 2.5 ml 2.5 ml 

o.os ml 

2.5 ml 

Colocar los tubos en baño de agua en 

ebullición durante a min. Enfriar en 

baño de hielo y Leer a 510 nm. 

Todas estas pruebas se realizaron para determinar que 

componentes son indispensables para el máximo y óptimo 

desarrollo de las micobacteria y todas las determinaciones 

se repltieronen tres ocasiones diferentes. 
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RESULTADOS. 

curva d• crecimiento de Hyoobaoterium B37Rv en PBY• 

TABLA 1. Efecto de diferentes carbohidratos en el 

desarrollo de HJ7Rv. 

DIAS PESO EN MILIGRAMOS ---
CONTROL + GLUCOSA + GALACTOSA + LACTOSA 

o.s. o.s. o.s. o.s. 

+/- +/- +/- +¡-

2 4.1 0.23 9.0 0.28 8. 4 0.02 4.0 0.11 

4 7.4 0.17 9.2 0.02 8.8 o.os 7.1 0.02 

6 10.7 0.17 10.6 o.os 10.0 0.11 9.9 0.17 

8 11.2 0.11 13.0 0.17 12.3 0.02 10.4 0.23 

10 13.6 0.23 22.3 0.11 21.8 0.17 13.l o.os 
1 

12 19 .6 0.11 2s. 4 0.11 24.S 0.02 17.9 0.02 

14 21. l 0.17 28.7 o.os 27.3 0.11 21.0 0.11 



• Masa bacteriana cuantificada por peso seco 

Como se puede apreciar en la tabla 1 el crecimiento de 

Mycobacterium H37Rv en medios de cultivo enriquecidos con 

glucosa y galactosa se incrementó el 100% en los primeros 

2 d1as debido probablemente a que la micobacteria utiliza 

carbohidratos simples antes que al glicerol como fuente de 

carbóno, sin embargo la utilización de lactosa como 

suplemento de carbono no induce cambios en el incremento 

de la masa bacteriana con respecto al control. 
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CURVA DE CRECIMIENTO DE H37RV 
A DIF. CONC. DE GLUCOSA 

35r--~~~~~~~~~~~~~--, 

Ci)30 
E 
"-25 
ca 
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ca 
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11110 . . . . . . . ............ . 
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o¡__~~~~~~~~~~~~~~~~-

2 4 6 8 10 12 14 

tiempo de incubación (días) 

r~~T-;OL O 0.02 M * 0.05 M ..... 0.11 M + 0.27 M 1 

FIGURA 1 



- Del cuarto al octavo dia se puede apreciar que la 

velocidad de crecimiento de la micobacteria se estabiliza 

y no hay diferencia entre el grupo control y los grupos 

cultivados en presencia de diferentes carbohidratos como 

fuentes de carbono sin embargo: 

A partir del décimo dia se observa un aumento 

considerable de masa bacteriana en la curva de crecimiento 

de Hycobaotarium B37Rv con glucosa. Este incremento es de 

casi el doble en los grupos problema versus el grupo 

control. 

Aunque la diferencia entre el peso en miligramos de masa 

bacteriana (Tabla l) de Kiyaobaaterium HJ7Rv en los 4 

grupos no alcanzaron una diferencia estadisticamente 

siqnificativa utilizando la prueba de T de student para 

comparación de grupos, si se hace manifiesta la tendencia 

a obtener una mayor masa bacteriana cuando se facilita la 

v:ia qlucolitica como se observa en los qrupos incubados 

con qlucosa y galactosa. 
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TABLA 2. Determinación de Piruvato• O/L en diferentes 

cepas da Kioobaoterias. 

EXTRACTO o.s. SONICAOO. o.s. 

MICROORGANISMOS. 

+/- +/-

M. tuberculosis H37RV 

cepa control so 0.23 10S 1.1 

a.c.G. 2S o.os SS o.s 

M. avium 25 o.os 72 1.1 

M. tuberculosis 

Paciente con Diabetes so 0.23 47S 2.8 

H37 Rv + glucosa 6S 0.28 230 o.s 

H37 Rv + galactosa 2S o.os 140 1. 7 

H37 Rv + lactosa 65 0.28 16S 2.0 

Determinada por el método de la LDH. 

La tabla 2 demuestra la presencia de actividad de la 

Lactato Deshidrogenasa en todas la micobacterias probadas. 
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Llama la atención la diferencia entre la cantidad de 

enzima detectada en K. avium y a.e.o. (micobacteria 

atenuada) versus las otras micobacterias patógenas para el 

humano. (el doble y triple en las patógenas para el 

hombre). 

Nuestros resultados indican que en presencia de glucosa 

como sustrato que activa la via glucolitica,.se induce un 

incremento en la actividad de la enzima tal como lo 

sugieren los resultados obtenidos con las micobacterias en 

presencia de glucosa y la del paciente diabético. En este 

último caso se observa un incremento del 400\ de la 

actividad enzimática con respecto a la actividad en la 

cepa utilizada como control. 

Se observa también que las micobacterias poseen a la 

enzima galactosidasa ya que la inducción de la Lactato 

Oeshidrogenasa que es secundaria a la presencia de glucosa 

también se vió incrementada con respecto al control en los 

cultivos en los cuales se agregó galactosa, lo cual 

traduce la habilidad de la bacteria para producir glucosa 

a partir de galactosa. 

Aunque no se descarta la posibilidad de que una enzima 
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epimerasa se encuentre en la bacteria y que permita la 

transformación de la galactosa a glucosa. 

TABLA 3. Determinaciónde Triglioeri4os en diterentas 

capas de Kiaobaotarias 

MICROORGANISMO EXTRACTO SONICADO 

mg/dl o.s. mg/dl o.s. 

+/- +/-

M. tuberculosis H37RV 

Cepa control. 2.3 o.os 89.8 0.69 

M. avium 6.5 0.23 82. 6 0.60 

M. tuberculosis 

Paciente con Diabetes 4.4 0.02 93.0 o.7s 

H37 Rv + glucosa 4,0 0.28 84.7 0.57 

H37Rv + galactosa 4.1 o.os 82.7 0.64 

H37 RV + lactosa 2.4 0.11 81.5 0.47 

Determinado por el método enzimAtico-colorimétrico. 
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La concentración de trigliceridos en el sonicado se 

observa incrementado ligeramente en la cepa aislada del 

paciente diabético pero en las determinaciones realizadas 

en el material obtenido por sonicación se aprecia casi el 

doble del contenido de ácidos grasos en las cepas 

bacterianas incubadas con galactosa y glucosa asi como en 

la cepa aislada del paciente tuberculoso. 

TADLA 4. Determinaoión de Glucosa en diferentes cepas da 

Hicobacterias 

MICROORGANISMO SONICADO o.s. 

mg/dl. +¡-

M.tuberculosis HJ7Rv 

Cepa control 2 .10 o.os 

M. avium 4 .so 0.13 

M. tuberculosis 

Paciente con Diabetes 10.3 0.23 

HJ7 Rv + glucosa 4 .96 o.os 

H37Rv + galactosa 4. 80 0.11 

H37 RV + lactosa 3. 6 0.11 

Determinada por el método de la glucosa oxidasa. 
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TABLA 5. J:ncorporaoión de 14C-Gluoosa 

tUberaulosis * 

SONICADO FRACC. LIPIDICA 

H37Rv + Glucosa 

Desviación estandar 

t 14-C inc. C.P.M. 

12 4843.0l 

+/- 2. 8 

• Después de 30 dias de cultivo. 

a Mycobaateriwa 

FRACC. NO LIPIDICA 

t 14-C inc c. P.M. 

78 23502.04 

+/- l.7 

En el material obtenido después del sonicado se observa 

que las bacterias del paciente con diabetes incorpora la 

glucosa a sus estructuras celulares asi como las cepas 

B37Rv con glucosa y con galactosa. 

En este ensayo también se observa que las cepas B37Rv 

con glucosa y con galactosa tienen un comportamiento muy 

similar al cepa K. avium. Esto parece indicar que una 
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parte de la glucosa que no participa en alguna de las vias 

metabólicas es almacenada dentro de la bacteria hasta que 

esta lo requiera. 

La tabla 5 muestra como ol 78% de la glucosa marcada esta 

incorporada a la fracción no lipidica del sonicado de los 

cultivos y el remanente 12% de radioactividad se encontró 

en la fracción extraida con metanol-cloroformo fracción en 

la que se encuentra la mayoría de las lipoproteinas y 

glicolipidos. Vale la pena mencionar que menos del 5\ de 

la glucosa radioactiva se encontró de manera libre. 
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TABLA 6. Determinación de Proteínas totales en di~erentes 

cepas de Kicobaoterias. 

MICROORGANISMO EXTRACTO SO NI CADO 

mq/dl mq/dl 

o.s. o.s. 

M. tuberculosis H37Rv 

Cepa control 0.091 0.003 o.103 0.003 

M. avium 0.122 0.007 0.131 0.005 

H. tuberculosis 

Paciente con diabetes 0.106 0.001 0.209 0.02 

H37 RV + glucosa 0.125 0.031 0.142 0.007 

H37 RV + galactosa 0.122 0.007 0.112 0.001 

H37 RV + lactosa 0.086 0.002 0.108 0.002 

Realizada por el método de Biuret. 

En esta prueba se determinó la concentración de 

proteínas totales. Nuevamente ·se observa que las cepas de 

lento crecimiento segun la taxonomia de Runyon como es 
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H37Rv al incorporarle glucosa o galactosa al medio de 

cultivo presenta un comportamiento muy similar con 

respecto a la cepa de rápido crecimiento como H avium. En 

general esta prueba indica que las micobacterias en 

presencia de componentes que estimulan la via glucolitica 

no afectan los mecanismos de síntesis de proteínas. 
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DISCUSION. 

En el presente estudio se hace un análisis metabólico de 

Hycobacterium tuberculosis B37Rv la cual es una 

micobacteria de lento crecimiento, altamente virulenta y 

considerada como cepa de referencia (ATCC 102, Fournié, 

1897 (a), Bergey ·s, 1986). con fines analíticos se 

comparan diversas cepas de micobacterias: M. avium., que es 

de rápido crecimiento y no patógena para el hombre 

(Runyon, 1972) H. bovis BCG que es de crecimiento lento y 

por estar atenuada no es patógena para el. humano y, las 

cepas aisladas de pacientes tuberculosos con o sin 

diabetes las cuales fueron micobacterias de lento 

crecimiento tipificadas como H. tuberculosis (Tsukamura, 

1981; Knisley, 1985). 

La observación inicial que desencadenó este proyecto fué 

que los pacientes tuberculosos diabéticos por lo general 

tienen una enfermedad difícilmente controlable con los 

esquemas terapéutico clásicos (Dr., Fernando Rebora, 

comunicación personal) ; esto nos hizo pensar que a) o las 

cepas que infectan a estos pacientes eran cepas de 

micobacterias atípicas (Orme, 1993), probablemente de 

rápido crecimiento, o b) que la presencia de grandes 

concentraciones de glucosa en el suero y de baja 
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concentración intracelular de glucosa en los macrófagos, 

células en las que las micobacterias crecen, favorecian el 

crecimiento de las micobacterias como consecuencia de la 

utilización y optimización de otras v1as para la sintesis 

de glucosa. 

Debido a lo anterior se iniciaron experimentos en los que 

la cepa B37RV 4• K. tuberculosis se creció en medio 

liquido de Proskawer-Bekman-Youmans (Tsukamura, 1967 y 

1985) que contenia concentraciones de glucosa similares a 

las encontradas en un paciente diabético grave (0.27 M, 

300 mg/dl). 

Como se puede apreciar en los resultados de la figura 1, 

las concentraciones de glucosa mayores a o .11 M no 

favorecieron la velocidad de crecimiento de las 

micobacterias mientras que concentraciones menores 

incrementaron de maner importante y estadisticamente 

signifivativa la velocidad de crecimiento de las 

micobacterias. 

Esta diferencia probablemente resulta de que el incremento 

de glucosa favorece la fermentación de la misma con la 

consecuente producción de C02 {Strayer, 1979). y por ende 

el f avorecimiento de condiciones anaeróbicas que de alguna 

manera interfieren en el desarrollo de las bacterias. 
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CURVA DE CRECIMIENTO DE H37RV 
A DIF. CONC. DE GLUCOSA 
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Resultó interesante, sin embargo, observar que a 

concentraciones relativamente bajas de glucosa, las 

micobacterias aceleraron de manera importante su velocidad 

de crecimiento; esto llevó a tratar de determinar el 

comportamiento de las micobacterias aisladas de pacientes 

tuberculosos diabéticos en medio de PBY no adicionado con 

glucosa. Como se demostró claramente en la figura 2, 

dichas micobacterias tuvieron una velocidad de crecimiento 

similar a la cepa H37Rv crecida en presencia de glucosa 

0.02 M: es probable que este comportamiento sea secundario 

o que las bacterias que han estado expuestas a 

concentraciones pobres de glucosa in vivo, mantengan 

activa alguna via metabólica similar o idéntica a la que 

utiliza la cepa H37RV (Tsukamura, 1967), en presencia de 

glucosa. 

Esta observación se basa en el hecho de que las bacterias 

aisladas de pacientes diabéticos son procesadas para su 

cultivo en ausencia de azucares. Fue interesante observar 

que la velocidad de crecimiento de las cepas aisladas de 

pacientes diabéticos fue muy parecida, ya que se hubiera 

esperado, en caso de que nuestra hipótesis no fuese 

cierta, que las velocidades fuesen diferentes para cada 

una de las micobacterias aisladas, sin embargo, es 

importante considerar que existe la posibilidad de que las 

cepas aisladas de pacientes tuberculosos activen durante 

su etapa de crecimiento intracelular vias de síntesis de 
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CURVA DE CRECIMIENTO DE M. tuberculosis 
DE PACIENTES DIABETICOS 
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glucosa a partir de otras fuentes de carbono, debido a que 

las condiciones intracelulares en los macrófagos de 

pacientes diabéticos o inmunosuprimidos, no son las más 

adecuadas, en términos de concentración de nutrientes muy 

especialmente de glucosa en el caso que nos interesa. Los 

siquientes experimentos se efectuaron con la cepa aislada 

de un paciente tuberculoso diabético. 

Como se puede observar en las figuras 1 y 2, todas las 

micobacterias que se probaron siempre mostraron un 

incremento importante en la velocidad de crecimiento a 

partir del sexto dia de crecimiento, antes de esto, las 

velocidades de crecimiento no mostraron diferencias 

significativas entre la cepa control (H. tuberculosis 

H37RV) y las otras cepas. 

Es probable que este fenómeno se deba a las condiciones 

de cultivo ya que las bacterias utilizan una vía 

dependiente de oxigeno en los primeros dias del cultivo 

(sexto dia) y posteriormente como consecuencia de la 

escasez de oxigeno se favorezca una via anaeróbica. 

Apoyando esta hipótesis sabemos que la via de Embden­

Meyerhof-Parnas (via anaeróbica genera 36 ATP por cada 

molécula de glucosa en comparación con los ATP que 

produce la via aeróbica de Entner-Doudoroff (Lehninger, 

1973; Strayer, 1979). 
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El emplear la cepa de crecimiento rápido, M. avium. se 

debió principalmente a que se quizo determinar si el 

efecto de la glucosa sobre la velocidad de crecimiento era 

privativo de las cepas de rápido crecimiento. Los 

resultados demostraron que esta cepa si incrementó su 

velocidad de crecimiento pero nunca llegó a la velocidad 

de una micobacteria de rápido crecimiento cultivada en 

ausencia del carbohidrato en el medio de cultivo. 

Con objeto de determinar si las micobacterias posean la 

habilidad de desdoblar azúcares más complejoa 

(disacáridos) probamos el efecto de la galactosa y la 

lactosa sobre la velocidad de crecimiento de las 

micobacterias. Los resultados demostraron que las 

micobacterias utilizan de manera similar la glucosa y la 

galactosa, mientras que son incapaces de romper el enlace 

galactosa CP~l,4) glucosa que conforma a la lactosa. 

Lo anterior sugiere que las micobacterias solamente 

tienen la capacidad de utilizar aztlcares simples ya que 

aparentemente las micobacterias carecen de disacaridasas 

(enzimas que hidrolizan enlaces glicosidicos; strayer, 

1979) en contra posición con otras bacterias, como E. coli 

y levaduras, que si poseen estas enzimas (Konemman, 1989: 

Wickerham, L.J. and Burton, K.A. 1948). 
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A~n más estos resultados sugieren que es posible que las 

micobacterias posean epimerasas que son enzimas que 

transforman la galactosa en glucosa para poder ser 

metabolizada. 

El metabolismo de los carbohidratos por las bacterias 

tiene lugar por varias vias e implica una serie de etapas 

en las que los iones H+ son transferidos sucesivamente a 

compuestos de mayor potencial Redox con la liberación 

final de energia en la forma de adenosin trifosfato (ATP). 

Los carbohidratos son inicialmente degradados a ácido 

pirl.ivico este proceso puede llevarse a cabo por tres vias: 

la Entner-Doudoroff (ED) , Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) y 

la de warburg-Dickens (hexosa monofosfato). 

Las bacterias utilizan una o más de estas tres vias para 

metabolizar la glucosa de acuerdo con su estructura 

enzimática y a la utilización de oxigeno (Strayer, 1979 y 

Lehninger, 197JJ Koneman 1982). Nuestros resultados 

demostraron que las micobacterias en condiciones basales 

de cultivo son capaces de sintetizar glucosa, sin embargo, 

cuando se añade este azúcar al medio la sintesis se ve 

favorecida; cuando se añadió lactosa al medio, confirmando 

la observación anteriormente efectuada, la capacidad de 

sintesis de glucosa de las micobacterias no se modificó. 
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Llamo mucho la atención el hecho de que las micobacterias 

aisladas de pacientes diabéticos tuberculosos sintetizaron 

un 164% más de glucosa que la cepa control en condiciones 

basales de cultivo. Esto probablemente se debe a que estas 

micobacterias utilicen vias metabólicas diferentes a las 

que usa la cepa control ya que debemos recordar que in 

vivo la cantidad de glucosa presente dentro de las células 

donde la bacteria crece, es minima. 

Además las micobacterias en cultivo metabolizan 

aparentemente más eficientemente la asparagina (ciclo de 

Krebs y urea Ellner, 1979; Sharma, 1973) y el glicerol 

(gluconeogénesis Runyon, 1972) del medio Figura 5. 

Los microorganismos del género mycobacterium son aeróbios 

estrictos y por esta razón en estas bacterias la 

degradación de los carbohidratos se efectua por la vía de 

Entner-Doudoroff, o vía aeróbica pero esta ruta metabólica 

carece de las deshidrogenasas necesarias para oxidar ácido 

láctico u otros ácidos mixtos, por lo que los 

hidrogeniones del ácido pirúvico los trasfiere al ciclo de 

Krebs donde se une al oxigeno elemental y forma agua 

(Koneman, 1983) ª 

La via de Embden-Meyerhof-Parnas es conocida como la via 

fermentativa o del metabolismo anaerobio porque no 

requiere de la presencia de oxigenoª La via de Entner-
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Doudoroff si requiere de oxigeno y la via de la hexosa 

monofosfato es la via utilizada por los microorganismos 

anaeróbios facultntivos. 

Cuando se adicionó glucosa al medio de cultivo la 

actividad de la deshidrogenasa láctica se incremento con 

respecto a los cultivos que sólo contenían glicerina como 

fuente de carbono. 

De acuerdo a nuestros resultados descartarnos que las 

micobacterias empleen la ruta de Entner-ooudoroff ya que 

los resultados obtenidos al utilizar lactato 

deshidrogenasa nos demuestran que las bacterias en cultivo 

si poseen capacidad oxidativa; de igual manera descartamos 

también la via de Embden-Meyerhof-Parnas ya que al 

determinar el pH del medio de cultivo donde creció la 

micobacteria este se mantuvo constante (pH= 6. 8) por lo 

que se descarta el hecho de que la bacteria produzca 

ácidos fuertes, por otra parte como no existe producción 

de gas (C02) sugerimos que la micobacteria para degradar 

carbohidratos hasta ácido pirúvico emplea principalmente 

la ruta de las pentosas (hexosa monofosfato ya que por 

esta ruta metabólica puede entrar a ciclo de Krebs (Karp, 

1987). 

El hecho de que el pH del medio de cultivo nunca se 

modificó y el que se haya encontrado piruvato libre en el 
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sonicado, elimina practicamente la utilización de la via 

aeróbica. Estos resultados nos permiten suponer que la 

clasificación de las micobacterias como aeróbica estrictos 

debería de reconsiderarse, puesto que es posible que sean 

anaeróbios facultativos. 

De acuerdo a diversos autores (Campbell, 1969; Ellouz, 

1974; Fournié, 1987 a y b; Kamisango, 1985) las 

micobacteriae emplean al glicerol como fuente principal de 

carbono in vitre y por esta razón se sugiere que las 

micobacterias emplean la via de la gluconeogénesis para 

sintetizar glucosa, ya que bioquimicamente el glicerol 

entra a la via glucolitica, a la gluconeogénesis y a ciclo 

de Krebs; el que se favorezca una u otra ruta metabólica 

va a depender de la tensión parcial de oxigeno, de la 

necesidad de sintetizar algun componente en particular, de 

la cantidad de enerqia que requiera la micobacteria, asi 

como la etapa o fase de desarrollo en que se encuentre la 

bacteria en un momento determinado. 

con base en nuestros resultados sugerimos que la 

micobacteria in vivo forma reservas energéticas las cuales 

le servirán posteriormente para cuando las condiciones 

nutricionales sean desfavorables para ella, sin embargo, 

cuando las condiciones nutricionales in vivo son 

dificiles, como seria en el caso de los pacientes 

diabéticos, la formación de reservas se genera a través de 
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vias enzimáticas que normalmente no están activas. 

Es posiposible que también in vivo participen factores que 

no se presentan in vitro y que estos sean precisamente los 

que intervienen en el desarrollo óptimo de la bacteria en 

cuanto a las concentraciones de carbohidratos. 

Consideramos que otro factor que interviene en el óptimo 

desarrollo de las micobacterias es el relacionado a la 

concentración de oxigeno y que además determina la ruta 

metabólica que las bacterias deben de seguir para 

metabolizar los nutrimentos de acuerdo a las necesidades 

propias de la bacteria. 

Diversos autores: (Goren 1972: Brennan 1989: camphausen 

1987; y Kanatsuna 1970) han demostrado que las 

micobacterias presentan en la pared celular un 

polisacárido formado por unidades repetidas de arabinosa y 

galactosa y se supone que las micobacterias tienen que 

sintetizar de nuevo dichos carbohidratos, sin embargo ee 

posible a raiz de nuestros resultados suponer que la 

galactosa de la pared celular sirva también como una 

reserva nutricional a la micobacteria. 

Esto nos permite suponer que el empleo de alguna de las 

dos vias metabólicas puede ser indicativo de que las 
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micobacterias emplearán alguna de las rutas metabólicas 

dependiendo de los nutrientes de que disponga. 

o. Chatterjee y col, 1992: Chang et al, 1989; Rojas et 

al, 1984; Papa et al, 1989; Hunter y col 1983 y Kamisango 

y col 1985 mencionan la presencia de compuestos 

glicosilados como glicolipidos, proteoglicanos, 

lipooligosacáridos, etc en las micobacterias. La presencia 

de estos compuestos sugiere que las micobacterias llevan a 

cabo un proceso de glicosilación muy similar al de los 

eucariotes, ya que los resultados obtenidos con Glucosa 

marcada con 14C indican que este azúcar se incorporó 

principalmente a la pared celular (78%) de las 

micobacterias en mayor proporción que a los lipidos (20%) 

y el resto pudo haber sido metabolizado. 

Asi mismo seria interesante tratar de identificar los 

mecanismos exactos de incorporación de los carbohidratos 

que podian ser realizados por procesos enzimáticos de la 

qlicosilación. Al identificar estos mecanismos muy 

posiblemente conoceriamos cual o cuales son los sitios 

donde so efectua este proceso debido a que dicho proceso 

se lleva a cabo en el complejo de Golqi y en el reticulo 

endoplásmico, de los organismos eucariotes, pero debido a 

que los organismos procariotes carecen de estos orqanélos 

no se conoce todavia cuales son estos sitios. 
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En conclusión, creemos que nuestros resultados aportan 

varias observaciones interesantes: a) las micobacterias no 

son necesariamente aeróbica estrictos ya que es probable 

que sean anaeróbios facultativos; b) la velocidad de 

crecimiento de las micobacterias se regula mediante la 

adición de ciertos componentes en los medios de cultivo, 

especialmente glucosa: e) las micobacterias carecen de 

disacaridasas; d) las micobacterias probablemente poseen 

epimerasas; e) la via metabólica que utilizan las 

micobacterias para sintetizar glucosa depende de 

diferentes factores tanto intrinsecos como extrinsecos; f) 

las micobacterias aisladas de pacientes diabéticos se 

podrian considerar como atipicas desde el punto de vista 

metabólico en comparación con la cepa control. 

Lo anterior nos permite proponer dos aplicaciones clinicas 

inmediatas: a) utilizar medios de cultivo que contengan 

glucosa para siembras primarias de muestras de pacientes, 

ya que como hemos demostrado en este trabajo, se 

incrementa la velocidad de crecimiento de las 

micobacterias y por ende se obtiene masa bacter lana más 

rápido para asi lograr la identificación y tipificación de 

las micobacterias aisladas de pacientes, con el 

consiguiente beneficio para el paciente y la institución 

(menos dias de hospitalización e inicio de una terápia más 

adecuada de manera más temprana)¡ y b) reconsiderar la 

necesidad de efectuar pruebas de drogosensibilidad y de 
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dosificación antes de iniciar un esquema terapéutico en 

pacientes diabéticos tuberculosos. 
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CONCLUSIONES. 

1. - De acuerdo con los resultados obtenidos en la 

curva de crecimiento podemos concluir que M. 

tuberculosis en cultivo tiene la capacidad para 

utilizar hexosas como fuente de carbono. 

2.- Adicionando carbohidratos simples al medio de 

cultivo, se reduce el tiempo generacional de la 

bacteria, ya que se obtiene mayor cantidad de masa 

bacteriana en menor tiempo. 

3. - Los disacáridos como la lactosa no modifican el 

tiempo generacional de la bacteria debido 

posiblemente a que carece de las enzimas necesarias 

para desdoblar las moléculas o porque la bacteria 

requiere mayor energia para llevar a cabo la ruptura 

de dicha molécula. 
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4.- En base a las conclusiones anteriores, suponemos que 

las micobacterias poseen posiblemente epimerasas, 

pero no disacaridasas. 

5.- La utilización de la via glucol1tica por parte de la 

micobacteria no ocasiona modificaciones 

morfofisiológicas ni bioquimicas, y ofrece la ventaja 

de quo crecen en un menor tiempo (los patrones de 

corrimiento electroforético es exactamente el mismo) • 

6. - La adición de carbohidratos simples al medio de 

cultivo propicia aparentemente un incremento en la 

concentración de proteinas (tabla 3) y disminución en 

la formación de lipidos. 

7.- La incorporación de 14C-Glucosa a la pared bacteriana 

sugiere que el aumento de carbohidratos simples al 

medio de cultivo favorece la sintesis de proteinas, o 

que el material de la pared sufre un proceso de 

glicosilación. 
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a.-· La micobacteria lleva a cabo la glucólisis además de 

la gluconeogénesis cuando se adicionan al medio de 

cultivo carbohidratos simples y ambas vias no se 

excluyen mutuamente. 

9. - El empleo de carbohidratos simples acelera el 

crecimiento bacteriano, lo cual se traduce en 

mayor cantidad de masa bacteriana viables. Esto a 

nivel clinico es muy favorable porque se puede 

realizar al mismo tiempo la tipificación de la 

micobacteria y las pruebas de drogosensibilidad por 

lo que se puede conocer en menor tiempo los fármacos 

que se deben emplear en cada uno de los pacientes 

tuberculosos. 
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