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RESUMEN

El micetoma es un proceso subcuténeo, inflamatoric cténico e infeccioso,
producido por hongos o bacterias. En México donde es endémico, ef pringipal
agente es Nocardia brasiliensis, a pesar de que la poblacién expuesta es
grande sélo algunos individuos desarroffan {a enfermedad.

En diferentes estudios tanto en animales como en humanos ha quedado
demostrado que la respuesta inmune mds importante para la proteccion del
micetoma es [a respuesta inmune celular.

En este estudio se describe ia respuesta inmune celular en pacientes
con actinomicetoma por Nocardia brasifiensis comparados con un grupo de
controles endémicos sanos, utilizande ensayos de proliferacién celular in vitro e
intradermorreaciones in vivo.

El objetivo de este estudio fue demostrar que los pacientes con
actinomicetoma presentan una respuesta inmune celular deficiente al mornento
de realizar las pruebas de intradermorreaccitn y proliferacion celular.

En los resultados se obtuvo menor intensidad de la respuesta inmune
celular ante el estimulo con tuberculina en los pacientes tanto en las pruebas in
vitro de proliferacion celular como en las intradermorreacciones, estos
resultados fueron estadisticamente significativos y sugieren una respuesta
celular menor que la det grupo control.

Se concluyd que se requiere profundizar el estudio de la inmunidad
incluyendo otros indicadores como interleucinas, cuantificacién de CD4+ y
CD8+, factor de necrosis tumoral, e interferon gamma entre otros, asl como
ampliar el tamafio de la muestra. También es necesario hacer un estudio
Jongitudinal en cada paciente en diferentes fases de evolucidn de su

padecimiento.
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CAPITULO 1

1. GENERALIDADES

1.1. DEFINICION

El micetoma es un sindrome clinico de evolucidén crénica, debido a la
infeccién de la piel, tejido subcuténeo, aponeurosis, musculo, huesos, y
ocasionalmente visceras. Es causado por una amplia variedad de agentes
etiolégicos exdgenos que pueden ser bacterias aercbias del orden de los
actinomicetales (actinomicetoma) é por hongos (eumicetoma) (1).

El sindrome estd constituido por la triada siguiente: 1) aumento de
volumen de la topografia afectada; 2) fistulas a través de las cuales drenan
pus; y la presencia de “granos” caracteristicos constituidos por colonias de los
agentes causales.

La triada es utilizada para definir en sentido estricto el micetoma y la

presencia de esos criterios establecen el diagnéstico de este padecimiento (2).

1.2. ANTECEDENTES HISTORICOS
La historia del micetoma se inicid en India, pais en el que se hicieron las
primeras observaciones clinicas acerca de este padecimiento. Fue desde este

lugar en 1842, cuando Mac Gill lo flamé “tumor de pie”. Aunque tuvo varios



nombres autéctonos: fue en el distrito de Madura donde tomé apellido como
“pie de Madura”, nombre impuesto a esta entidad por Colebrook en 1846.

E! origen micdtico fue demostrado en 1860 por el trabajo de Van Dike
Carter, quien cred el término de * micetoma” cuyo significado es tumor de
hongos, nombre mal aplicade ya que no se trata realmente de un tumor y no
siempre es causado por hongos.

En 1862 Bidie realizd un mapa sobre la distribucion geografica mas
frecuente; y Holmsted al extraer una espina vegetal de un paciente,
sospechando [as posibilidades, establecié el mecanismo de inocufacion (3).

En el afio 1900, Cicero diagnosticd el primer caso mexicano de
micetoma en un campesino del estado de Morelos, 11 aflos mas tarde lo
presentd ante la Academia Nacional de Medicina junto con otros cuatro casos
mas (4).

En 19085, Brumpt sugiri6 la etiologia eumicdtica pues afirmé que muchos
hongos son capaces de causar el mismo sindrome clinico, méas tarde Langeron
aplicé el término de micetoma a los casos de etiologia por Actinomyces y
Nocardia como si se tratara de especies y hongos filamentosos.

El agente etiolégico mas frecuente del actinomicetoma es Nocardia
brasiliensis, este microorganismo fue aislado en 1909 por Lindenberg quien lo
denomind Actinomyces brasiliensis. En 1913, Pinoy realizd la clasificacion

efiolégica y subdividio los agentes etiolégicos del micetoma en bacterianos y



micdticos. En el afio 1916 las estructuras parasitarias que se eliminan a través
de las fistulas fueron llamadas “granos” por Chalmers (5).

Gonzalez-Ochoa publi_cé en 1942 “E! micetoma por Aclfinomyces
mexicanus® en este trabajo demostré que por sus caracteristicas, este agente
era idéntico a Nocardia brasiliensis (6). En 1943, la nueva ciasificacidn de
Waksman-Henrici denominé a Aclinomyces brasiliensis como Nocardia
brasiliensis.

En la primera estadistica internacional realizada por Mariat del Instituto
Pasteur, informé de 804 casos. En esa casuistica establecio también que en
Africa predominaban las infecciones causadas por hongos, mientras que en
América son mas frecuentes ios micetomas causados por bacterias (7).

El tratamiento del actinomicetoma hasta 1946, era quirdrgico, con
exploracion y drenaje de trayectos fistulosos, desbridamiento del tejido enfermo
y no en pocas ocasiones amputaciones de las extremidades. Actualmente no
se realizan las mutilaciones, estas practicas han sido abandonadas porque
favorecen la diseminacién hematdgena de ia infeccidn. Corresponde a los
meédicos mexicanos el mérito de haber iniciado el manejo con sulfonas (80). En
especial se menciona al Dr. Latapi quien en 1947, traté con suifonas a un
paciente que padecia lepra lepromatosa nodular y micetoma, él observé
notable mejoria de ambos padecimientos. Este hallazgo le permitié concluir que
debido a que habia cierto parentesco entre los actinomicetos y micobacterias

era conveniente iniciar el manejo con sulfonas. Primero utilizé promin por via



intravenosa y diasone por via bucal. A partir de 1948 con el advenimiento de la
diaminodifenilsulfona (DDS), remplazé los anteriores medicamentos con dosis
de 100 a 200 mg de DDS por dia, por tiempo prolongado. El éxito se obtuvo
sobre todo en los casos por N. brasiliensis, posteriormente Latapi y Lavalle
utilizaron un esquema con isoniacida y sulfona, los resultados fueron variables

y se publicaron en 1954 {20, 8).

1.3 EPIDEMIOLOGIA

1.3.1 ETIOLOGIA

El sindrome llamado micetoma es un proceso inflamatorio y cronico,
producido por diferentes agentes causales los cuales pueden variar segun ias
areas geograficas. La eticlogia se debe a dos grupos de agentes: hongos y
baclerias aerobias. Entre las freinta y dos especies relacionadas con este
padecimiento, veintitrés son hongos (Tabla. 1), y sélo nueve son actinomicetos
(Tabla. 2). En México las bacterias o actinomicetos, constituyen 98% de las

causas, y los eumicetos sblo 2% (5, 8, 10).



TABLA 1.
AGENTES DEL MICETOMA (5).

I. HONGOS

Acremonium kiliense

A. falciforme

A. recifei

Aspergillus nidulans
Curvularia geniculata
C. lunata

Cochliobulus spicifer
Corynaspora cassicola
Exophiala jeanse/mei
Exserohilum rostrata
Fusarium oxysporum

F. monififorme

F. solani
Leptosphaeria senegalensis
L. tompkinsii

Madurella grisea

M. mycelomatis
Noeofestudina rosati
Plenodomus avramii
Pyrenochaeta romeroi
P. mackinnonii
Pseudalisscheria boydii
Pseudochastosphacronema larense

TABLA 2.
AGENTES DEL MICETOMA (6).

Ii, BACTERIAS

Actinomadura pelfetieri

A. madurae

Nocardia asteroides

N. brasiliensis

N. caviae

N. dassonvillei

N. farcinica

N. transvalensis
Straptomyces somaliensis




1.3.2. FUENTE DE INFECCION

Las especies de microorganismos productores de micetoma se
encuentran ampliamente distribuidas en el ambiente por influencia de factores
ecolégicos como clima, precipitacion pluvial, relieve del suelo y sobre todo por
la riqueza de detritus vegetales contenidos en tierras de cultivo.

Casi todos los agentes son saprobios del suelo y tienen como reservorio
primario detritus vegetales. Pueden encontrarse como parasitos de las plantas
y animales. Han sido identificadas en espinas de las acacias y ofros desechos,
ocasionalmente también se han aislado de agua dulce o salada.

Las especies patdgenas que parasitan al ser humano no se fransmiten
de hombre a hombre, la fuente de infeccién son el reservorio primaric antes

mencionado (10,11,12,)

1.3.3. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Los agentes del micetoma tienen una distribucién cosmopolita, pero el
padecimiento es endémico en fos paises fropicales y subtropicales como
Senegal, Somalia, Sudan, India, México, Brasil y Venezuela, todos elios
situados entre las latitudes 15°S y 30°N. Las areas geograficas de estos palses
se encuentran comprendidas en una banda transversal entre el trépico de
Céncer y el tropico de Capricarnio. Este cinturén geogréfico mundial presenta

dos tipos de climas: subtropical y tropical senegalés.



El clima y las caracteristicas del suelo probablemente influyen en la
distribucién de los diferentes agentes etiolégicos. Por ejemplo en nuestro pals,
que esta comprendido en el clima subtropical con un rango de temperatura
entre los 10 y 25°C, predominan actinomicetos. En cambio en palses asiaticos
como India son predominantemente eumicetos por el clima tropical y ia
temperatura mayor de 25°C; ambas zonas geograficas se caracterizan por
presentar condiciones ecoldgicas semejantes con una estacion lluviosa de 6
meses y precipitacion pluvial promedio de 150-1000 mm, y humedad relativa de
60 a 80%.

Los paises europeos y de América del norte no se encuentran afectados
de manera significativa (Tabla. 3), presentan s6lo casos aislados, en cambio
Sudéan es el pais africano con mayor prevalencia en el mundo debido a que se
han referido hasta 400 casos por afio. México ocupa el segundo lugar mundial
en endemicidad de acuerdo con Lavalle. Cada afio se diagnostican 70 nuevos
casos, los cuales probablemente no reflejan |a realidad, la cifra puede ser
mayor si consideramos que la poblacion mas afectada pertenece a las clases
con nivel sociocultural mas bajo y por lo tanto no acuden hasta etapas tardias o

avanzadas de fa enfermedad (5,8,11,12,13).



TABLA 3.
DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL MICETOMA

Modificada de Carrada T(9).

Regién o Pais *Actinomiceics **Eumicetos No clasificados | Total

Afdca Yeopical | 196 249 19 464
wnl v AEFGHCDJ

México 2058 47 0 12105
LILIW VIV VR A B CDE!

India 65 32 3 100
LWV ACE

Paqtiistan 14 K3} 5 50
| ABCH

Sudamérica 49 58 L] 108
LILIV M B.AC

Estados Unidos|31 32 5 68

de América. v GC.EABD

Nueva Zelanda 2 [ 4 6

Arabla Saudita 6 B8 0 12
11 A

Europa 3 11 ) 14
11 CA

Antillas 1 3 0 4

C

Japén 10 0 0 10

Vi i

* I} Nocardia brasiliensis; Il) Actinomacdiira madurae; ifl) Streptomyces somaliensis; IV} A.
pellatieri; V) N. dassouvifiei; Vi) N. asteroides;Vll) 5. paraguayensis; Vifl) N. caviae.

“*A) Madurella mycetomatis; B) M. grisea; C) Scedosporium aplospermum; D)
Acremonium sp, E} L. senegalensis; F) N. rosatii; G) P. romaroi; H) Aspergiilus nidulans; |)

E. Jeanselmel; J} L. tompkinsil.

1.3.4. FRECUENCIA

En México el micetoma es el mas frecuente de los sindromes
subcutaneos infecciosos que se diagnostican en la consulta dermatolégica; el
valor porcentual que representa es 65% (13). En cuanto a la distribucioén en

este pals el estudio con mayor casuistica (de 2,105 casos) revelé que los



estados con mayor frecuencia son: Jalisco, Nuevo Leén, San Luis Potosi,
Morelos, y Guermero (14). La entidad se extiende en todo el territorio nacional,
pero existe cierto predominio en el centrg, norte y noroeste de la Repiblica (8).
Los agentes etiolégicos predominantes son los actinomicetales en
97.8%, y en este grupo, la mayor cantidad de casos se debid a Nocardia
brasiliensis en 86.6 % y Actinomadura madurae en 10.2% (T abla. 4). Las otras
especies de actinomicetales se presentaron con una frecuencia muy inferior.
Los eumicetomas se presentaron solo en 2.2% de los casos (Tabla 5) ¥

los agentes principales fueron Madurella grisea'y M. mycetomatis {14).

TABLA. 4.
AGENTES ETIOLOGICOS DEL ACTINOMICETOMA EN MEXICO
Tomada de Lopez y cols.(14)

AGENTES NUMEROC 9%
Nocardia brasifiensis 1351 86.6
N. asteroides 18 1.2
N. caviae 4 0.2
A. madurae 159 10.2
A. pelletieri 8 0.5
S. somaliensis 20 1.3
TOTAL 1560 100.0




TABLA 5.
AGENTES ETIOLOGICOS DEL EUMICETOMA EN MEXICO

AGENTE NUMERO %
Maduralla grissa 15 320
M. mycetomalis 13 27.6
Scedosporium apiospermum 8 10.6
Pyrenochasta romeroi 1 2.4
Madurella spp 1 21
Fusarium spp 2 4.3
Acremonium spp 2 4.3
Agente eumicdtico 8 17.0
TOTAL 47 100.0

1.3.5. OCUPACION

El micetoma se presenta tipicamente en personas dedicadas a labores
de campo como fos agricultores, lefiadores y aquellos que de manera directa se
exponen a os agentes saprobios contenidos en el material organico de la tierra.
Entre este grupo eventualmente se mencionan albafiiles, mecanicos,
cargadores y estudiantes en 4reas rurales.

El riesgo es directamente proporcional a la exposicion, de manera que la
falta de calzado adecuado y ropa segura que evite microtraumatismos aumenta

las posibilidades de contraer el padecimiento (5,8,14,15).



1.3.6. SEXO

Los trabajos publicados acerca del micetoma por distintos autores,
indican su predominio en el sexo masculino; La relacion de acuerdo a
diferentes autores va de 3:1 hombre/mujer hasta 6:1 y probablemente la edad
influya de manera importante, El sexo masculino parece ser mas vulnerable
excepto cuando el agente causal es A. madurae que se presenta mas en las
mujeres en una relacién de 2:3 (15,16,17,81).

Esta observacién ha dado pie a dos diferentes hipotesis: La primera
intenta explicar que ésto se debe sblo a la probabilidad de exposicién laboral,
pero cabe mencionar que en paises como [ndia y México, la mujer campesina
participa a menudo con igual frecuencia de aclividades agricolas que el
hombre, por lo tanto el grado de exposicién y riesgo de inoculacion es el mismo
que existe para hombres y mujeres.

La segunda hipdtesis intenta explicar este predominio en base a
diferencias hormonales existentes; para apoyar este postulado se han realizado
estudios in vitro en los que e! medio de cultivo fue enriquecido con androgenos
y se obtuvo mayor desarrollo de las colonias de N. brasiliensis; en cambio,
cuando se les agregaron progestagenos al medio el desarrollo fue menor.

Ademas durante la pubertad para ambos sexos empeora la expresion

clinica del padecimiento. El embarazo implica empeoramiento del padecimiento
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el cual se hace mas florido en sus manifestaciones y en ambos casos hay gran

actividad y cambios biogquimicos hormonales importantes {8,18,19).

1.3.7. EDAD

El micetoma puede encontrarse en diferentes grupos etarios, y la
morbilidad es mayor en personas de la segunda a la teicera década de la vida
(35%). La edad promedio de presentacion es entre los 16 y los 45 arfios. Los
extremos de la vida presentan menor frecuencia. Los ancianos mayores de 60
aftos constituyen 8.3% de los casos, mientras que los nifios tienen ta frecuencia
mas baja. Antes de los quince afios de edad ia predisposicién en ambos sexos

es igual, y varia de 3.7 a 11.5%. (14, 18, 19).

1.3.8. VIA DE ENTRADA

La infeccién inicia cuando los microorganismos penetran el tejido
subcutaneo a través de una solucian de continuidad, debido a que el habitat de
los agentes es el suelo, el padecimiento es mas frecuente en trabajadores del
campo expuestos a materiales contaminados como tierra, espinas y otros
detritus vegetales (5, 8, 9, 10).

La herida puede ser imperceptible en algunos casos, como
consecuencia de microtraumatismos y el paciente no puede identificar el

mecanismo y tampoco lo refiere, pero en otros casos ha sido relacionada



directamente con lesiones por clavos, machetes y hasta mordidas de animales

salvajes y domésticos ( 11, 42}

1.3.9. PERIODO DE INCUBACION

Se desconoce el periodo de incubacion. Después de la penetracion del
agente causal, la sintomatologia puede aparecer algunos meses o afhos mas
tarde, y depende de la cantidad del indculo, la virulencia de la cepa y desde

luego el estado inmunitario del hospedero (20, 21, 42).

1.4. FISIOPATOGENIA

La capacidad de un microorganismo para producir dafio y por lo tanto
enfermedad, depende de miltiples y variados mecanismos de agresién. La
virulencia es el grado de patogenicidad que determina en gran parte la
evolucién benigna o gravedad de fas infecciones. El mecanismo de
patogenicidad pueden ser directo por toxinas (exotoxinas y endotoxinas), por
reaccianes de hipersensibilidad (anafilactica, celular, citotdxica, o por complejos
), por dafo fisico, y patticularmente quimico enzimatico (22).

Nocardia brasiliensis es un parasito intracelular facultative. Una vez que
ha sido fagocitado puede permanecer viable y replicarse dentro de las células,

los antigenos de N. brasiliensis pueden estimular {a respuesta inmune celular y
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humoraj {23). La actividad patégena de N. brasiliensis se debe a su capacidad
de peneiracién, establecimiento, multiplicacién, invasion, infeccion, y virulencia.

Las fases principales que se usan para describir la patogenia de!
micetoma son tres: 1) fase de adaptacion del germen a los tejidos, 2) fase de
profiferacién local y 3) fase de invasion.

La fase de adapiacion inicia eon la introduccién del microorganismo a la
piel del hospedero, los parasitos intracelulares facultativos son facilmente
fagocitados, pero a veces son resistentes a la muerte intracelular, la mayoria de
microorganismos de esta categoria infectan células reticuloendoteliales y
provocan la formacion de granulomas, entonces se desarroila el proceso
patologico.

Las primeras reacciones inflamatorias se presentan alrededor de la
semana sexta y octava, puede haber dolor y una sensacion local profunda y
desagradable de prédominio nocturno. Después de varios dias aparece un
nédulo, seguidamente aumento de volumen de la regién afectada y aparecen
fistutas por las que se expuisan granos y se organizan nuevos nédulos, 1a zona
edematosa se hace fibroesclerosa con la cronicidad del padecimiento.

Se ha demostrado que ias cepas de N. brasiliensis aistadas de pacientes
con micetoma presentan mayor patogenicidad y virulencia que las cepas
aistadas del medio ambiente cuando se inoculan en animales de

experimentacion, estos cambios sin embargo no se sabe exactamente a qué se

deban (24).



Las enzimas bacterianas pueden favorecer la invasion tisular y se ha
demostrado en Nocardia brasiliensis la produccién de hemolisinas,
cotagenasas, lipasas y desoxirribonucleasas, sin embargo, la intervencién de
estos compuestos en la fisiopatogenia del micetoma no se ha podido
establecer, ya que los estudios cualitativos comparativos entre produccion
enzimatica de hemolisinas, lipasas, desoxirribonucleasas y coagulasas
realizadas entre cepas aisladas de pacientes y cepas aisladas del medio
ambiente no mostraron diferencia. Ademas el nivel de produccion de [as
enzimas tampoco mostré diferencia entre cepas antiguas mantenidas por varios
afios por resiembra en medios de Sabouraud simple y cepas de aislamiento
reciente (26,27,28,29).

La fase de proliferacién ocurre cuando el parssito se establece y
reproduce activamente en los tejidos. La mayoria de autores han observado
que la via nerviosa y los tendones son muy resistentes a la infeccion o invasién
por Actinomadura y Nocardia, en algunos ¢asos por N. brasiliensis la infeccién
puede ascender deslizandose sobre las vainas musculares, pero es dificil
valorar su avance solo por clinica y radiologia.

La fase de invasién se caracteriza por la diseminacion de la infeccion a la
hipodermis, fos muscuios, el esqueleto, y las articulaciones. Las bacterias
pueden difundirse por contiglidad, o utiizando las vias linfatica, hematica o
nerviosa, Cuando se dafa la vasculatura se presentan arteritis y flebitis las

cuales pueden complicarse con trombosis.
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La afeccion por contigliidad al tejido ¢seo depende del agente causal, se
ha corroborado que A. pelleferi es el mas osleofilico seguida en orden
decrecienie por Nocardia sp, S. somaliensis, A. madurae (30). Aunque las vias
linfaticas y hematica ofrecen pocas posibilidades de propagacion a distancia en
los casos por Nocardia {31), la diseminacién linfatica puede ocurrir en 4% de
los actinomicetomas y es mdés rara fa propagacion hematdgena. Se ha
publicado 13 casos de diseminacién linfatica, 11 de ellos causados por S.

somaliensis y 2 por M. mycetomatis (32, 33).

1.5 CUADRO CLINICO

1.5.1. TOPOGRAFIA

El micetoma puede afectar cualquier sitio del cuerpo, habitualmente
permanece localizado, y solo en pocos casos se disemina a otro sitio de ia piel
y raramente a otro drgano (Tabla. 6). En México, afecta principalmente las
extremidades inferiores y en particular los pies (33.5%), aunque puede
observarse en orden decreciente de frecuencia en cualquier otra localizacion
como; piernas y musios (30.6%), tronco (17.4%), extremidades superiores
{13.6%)}, cabeza y cuello (2.5%) y en pocos casos se encuentran afectadas dos
0 mas regiones (2.4%)(14). Cuando se presenta en la pared toracica puede
invadir el pulmén por contigiidad o por via hematdgena, esta condicion es

grave y de prondstico reservado (34). Los casos que afectan pulmones, higado,
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bazo, médula dsea o cerebro han sidoe letales (35,36). La afeccion 6sea es muy
frecuente hasta 95% de los casos y puede presentase periostitis, destruccion
articular, anquilosis, osteitis, osteofibrosis, gecdas, osteopenia, y osteoporosis

del sitio afectado por falta de uso y atrofia (31).

1.5.2. MORFOLOGIA
El sindrome anatomoclinico se caracteriza por aumento de volumen,
deformacién de la region y presencia de numerosos orificios fistulosos por
donde drena liquido filante, ocasionalmente seropurulento. En el liquido
exudado se encuentran las estructuras llamadas “granos”®, los cuales son un
agrupamiento de bacterias pseudofilamentosas en el caso del actinomicetoma.
El orificio de la fistula presenta a2 menudo un rodete mamelonado,

nodular (8, 13, 76).
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TABLA. 6.
LESIONES ANATOMICAS EN EL MICETOMA
Tomado y modificado de Magaiia M.(37).

« Piel y tejido celular subcutineo Fistulas, microabscesos, zonas de
fibrosis con cambios de coloracién

» Miuisculos Miosistis y degeneraci6n

« Tendones Cambios minimos, son resistentes

¢ Nervios periféricos Ripertrofia o esclerosis

+» Vasos linfaticos Inflamacion y embolizacién
bacteriana

+ Vasos sanguineos Arterilis, flebitis, y trombosis

+ Ganglios linfaticos Hiperplasia y rara vez invasion

Huesos Periostitis, osfedlisis, cavidades,

osteofibrosis.

1.5.3 EVOLUCION

El micetoma es un proceso inflamatorio crénico. En la mayoria de los
individuos afectados el comportamiento clinico es similar sin importar el agente
causal. Algunas veces cuando el agente es N. brasiliensis, o A, pelleteri el
procesc es mas inflamatorio, osteofilico, y polifistulizado; en cambio en aquellos
casos producidos por A. madurae o S. somaliensis son de consistencia lefiosa
debido a la fibrosis y presentan menor cantidad de fistulas, pero son igual de
osteofilicos.

Las formas clinicas atipicas, conocidas como los minimicetomas tienen
pocas fistulas y escaso aumento de volumen, casi nunca lesionan hueso, y se
presentan en nifios o adolescentes, otras veces no forman fistulas o tienen

presentacion intradsea. Los sintomas son escasos, y al inicic es indoloro, rara
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vez se presenta prurito, principalmente al abrirse la fistula. Puede presentarse
dolor cuando se complica con lesiones osteoliticas o se agregan otros agentes
infecciosos bacterianos. La infeccion agregada puede ser importante en

algunos casos y se distingue por la aparicion de fiebre, malestar general y

adenopatias (9, 42).

1.6 DIAGNOSTICO

En general el diagnéstico clinico de micetoma es facil, pero algunos
casos atipicos pueden confundirse con otros sindromes de localizacién
subcutanea, por lo tanto el diagnéstico diferencial se debe hacer con los
procesos que afectan huesas como osteomielitis, asi como otros padecimientos
infecciosos como la tuberculosis colicuativa, esporotricosis, actinomicosis,
coccidioidomicosis, hidrosadenitis y furunculosis.

El diagnéstico etiolégico se establece por el aislamiento del agente
causal y para la identificacién de N. brasiliensis se utilizan pruebas fisioldgicas
especiales entre las que tenemos hidrdlisis de caseina, xantina, hipoxantina y
crecimiento en gelatina al 0.4%. Otro estudio es el crecimiento a diferentes

temperaturas (20,30,32,38).
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1.6.1 ESTUDIOS DE LABORATORIO
OBTENCION DE MUESTRA

E! material que se obtiene para el estudio directo y siembra puede ser
cualquiera de los siguientes: 1) exudado filante de las fistulas; 2) biopsia de
tejido afectado cuando no hay exudado o fistulas activas; y 3} expectoracion o

lavado bronquial si hay afeccion pulmonar (21, 39}

EXAMEN DIRECTO

Para el examen directo, se coloca el material en el portaobjetos, se
aplica una gota de lugol, solucién salina, o hidréxido de potasio al 20% y se
aplica el cubreobjetos. La observacion de los granos establece el diagnostico,
los de N. brasiliensis son microscépicos en cambio los A. madurae y eumicetos
son macroscépicos y visibles hasta sin microscopio (Tabla. 7).

Cuando se trata de un grano por Nocardia su aspecto es microsinfonado
y mide 50-150 um de tamafio, su color es blanco, 0 amarillento, multilobulado,
con aspecto arriionado o feto, puede presentar numerosas clavas periféricas
que miden a veces mas de la mitad del grano. A pesar de que por clinica ¥
epidemiologia se establece el diagndstico de presuncion, el diagnbstico
etiolégico final s6lo se realiza con la obtencién y la identificacidn dei agente, en
los casos por actinomicetos la identificacion de la especie solamente se logra

con las reacciones metabdlicas (38).
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CULTIVO

Después de obtener los granos del exudado de tas fistulas, éstos se

lavan con solucién salina isotonica en varias ocasiones hasta limpiarlos, en

cambio si e material se obtiene de una biopsia no es necesario lavarlos;

posteriormente se puede realizar [a siembra en agar sangre, infusion cerebro

corazén, medio de Lowestein-Jensen y Sabouraud simple con extracto de

levadura y se incuban en aerobiosis a temperatura ambiente de 25y 37°C. El

desarrollo de la colonia de actinomicetos ocurre entre 8 a 15 dias (38, 39). Las

principales caracteristicas se describen en la tabla 7.

TABLA 7.

AGENTES DEL ACTINOMICETOMA
Tomada y modificada de Lépez-Martinez ef al.(39).

AGENTE

EXAMEN DIRECTO

CULTIVO

Nocardia sp

Granos f{obulados de color
amarillento que miden de 150 a
500 pm, son de consistencia
blanda, y ocasionalmente con
clavas periféricas.

Colonias rugosas, de aspecio y
consistencia cerea de color
blanco amarillento o anaranjado,
se desarrollan en dos a ftres
semanas.

Actinomadura
madurae

Granos lobulados de color
blanco, con 1 a 5§ mm de
diametro, de color amarillento o
rosado y de consistencia
blanda

Colonias de aspecto
membranosa o cerebriforme, de
color beige o ligeramente rosa,
crecen moderadamente rapido.

Aclinomadura
pelletieri

Granos redondos u ovalados,
de color rojo coral, de 200 a
500 pm de diametro, y de
consistencia dura.

Colonias de aspecto granuloso,
de color blanco al inicio, después
rosa y por Uitimo rojo cereza, su
crecimiento es muy lento.

Streptomyces
somaliensis

Granos redondos 0
multilobulados, de color
amarillo marrén, con famafio
variable de 250 ym a 2 mm, ¥
de consistencia dura.

Colonias de aspecto cerdceo, de
color beige con manchas
obscuras en su superficie, el
crecimiento es moderado répido.
Aparecen 10 a 15 dias después
de la inoculacion.
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1.6.2. ESTUDIOS HISTOLOGICOS

El estudio de la biopsia de piel revela cambios en ia epidermis con
acantosis irregular, e hiperplasia pseudoepiteliomatosa. La dermis superficial y
profunda  presenta infilfrado  granulomatoso, microabscesos  <on
polimorfonucleares, macréfagos, plasmocitos y linfocitos. Algunas veces
pueden haber granulomas tuberculoides aunque ésto es raro. Las fistulas
formadas por la confluencia de los microabsceos se encuentran rodeadas por
fibras de colageno fibroso.

El estudio de los cortes cutdneos tefiidos por hematoxilina y eosina
permite distinguir los diferentes agentes patégenos teniendo en cuenta su
tamafio, forma, y afinidades tintoreales. Los granos pueden encontrarse en el
centro de los microabsceos con sus caracteristicas morfologicas vy tintoreales y
ayudan a la resolucién del diagnéstico en 90% de los casos, Las principales
caracteristicas de los granos segin el agente causal se resumen en la tabla 8.

En el caso de Nocardia sp el grano es multilobulado y se tifie poco en la
periferia con hematoxilina y toma color lila; en cambio en su centro toma color

rosa con eosina (40).
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TABLA 8.

HISTOLOGIA DE LOS GRANOS DE ACTINOMICETOMA
Tomada de Lépez-Martinez R et al (39).

Agente Color | Tamafo Forma Consistencia
Nocardia sp | Amarilio | 25-150 pm Redondeado, lobulado arrifionada, | Blanda
o blanco con bordes pectinados, Se tifie de
azul palido y puede tener masas
Actinomadura | Blanco o [0,5-6 mm | Cartografico, irregular con una red | Blanda
madurae rosado densa de filamentos periféricos, y
con masas eosinofilicas grandes.
Actinomadura | Rojo 0.30,5 mm |Curvilineo, de bordes lisos, | Firme o blanda
pelletieri finamente denticulados, coloracion
homogénea por hematoxitina, sin
masas.
Strepfomyces | Amarillo  |0.5-2mm | Redondo u oval de bordes lisos, | Duro
somaliensis con una matriz eosinofllica y

estriada sin masas.

1.6.3. IMAGENOLOGIA

Los estudios radiolégicos son necesarios en todos los casos de

micetoma, aun cuando su aspecto sea moderado o intranscendente y sobre

todo si la evolucion es cronica. Sirven para determinar grado de afeccion 6sea,

y el prondstico de la enfermedad, ya que si el hueso permanece indemne, la

curacién clinica y definitiva es factible; por el contrario, si ya ha sido invadido la

respuesta al fratamiento médico es menor. Por medio de la radiografia simple

se pueden valorar los dafios 0seos como zonas radiollicidas grandes en los

casos producidos por hongos, mientras que en aquellos relacionados con

bacterias Ias areas radiolicidas son pequerias y dispersas.
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La osteitis se detecta como irregularidad en la superficie cortical y mayor
densidad 6sea; la osteofibrosis se aprecia como una lesién peridsea con
disminucién de la densidad, las geodas equivalen a cavidades Oseas, se
advierten en los estudios radiolégicos como espacios obscuros.

También puede ser util en lesiones mas pequefas los estudios de
tomografia computarizada y resonancia magnética, sobre todo para aquellos
casos graves de afeccion visceral. Los casos cronicos que afectan fas
extremidades pueden compiicarse con zonas de fibrosis y obstruccién de los
yasos, en estas situaciones el dafo de fos paquetes vasculares se manifiesta
clinicamente como arteritis o flebitis, y puede presentararse trombosis, en tales

casos estan indicados (os estudios de angiografia selectiva (31, 41 ,82).

1.6.4 INOCULACION EN ANIMALES

La inoculacion en animales se debe realizar cuando se requiera conocer
la virulencia de! microorganismo. Los animales utilizados para modelo
experimental son: ratones, hamsters o cobayos. Una vez que se ha elegido el
animal, se aplica el indculo por via subcutanea y posteriormente, se sacrifica y
estudia histolégicamente, también se recomienda hacer cultivos del material

histolégico (39).
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1.6.5. DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

Ei diagnéstico serolégico del micetoma en general es dificil debido
principaimente a la reactividad cruzada que presentan los antigenos
empleados. Recientemente Salinas Carmona y colaboradores publicaron la
obtencién de un antigeno proteico de 26 kD y otro de 24 kD. los cuales son
{tiles para el diagnéstico utilizando la prueba de ELISA (42, 43).

En cuanto a la utilidad de la aplicacién intradérmica de antigenos para
fines diagnésticos ha tenido hasta la fecha escaso valor, ya que como s&
demuestra en el trabajo de Ortiz-Ortiz, las intradermorreacciones, son positivas

en pacientes y en personas sanas que viven en zonas endémicas (66).

1.7. PRONOSTICO

El prondstico del micetoma al igual que en ofros padecimientos
infecciosos, se relaciona directamente con cuatro condiciones: 1) agente ; 2)
topografia clinica; 3) gravedad dada por extension y profundidad. y 4) estado
inmunologico del paciente. Por ejemplo los actinomicetomas causados por N.
brasiliensis localizados en pie, sin lesién peridstica tienen mejor pronéstico

(13,17.20,23).
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1.8 TRATAMIENTO

1.8.1. MEDICO

Ef tratamiento del actinomicetoma por N. brasiliensis a base de sulfas ha
demostrade un indice de efectividad en 95% de los casos desde su
introduccion como medida terapéutica en 1947. Actualmente el esquema mas
usado es: Diaminodifenilsulfona (100 a 200 mg/dia) més trimetoprim-
sulfametoxazol (80/400 mg/dia) o Sulfametoxipiridazina 500 mg por dia sola o
combinada con trimetoprim-sulfametoxazol. Aunque la mejoria clinica en caso
de buena respuesta es notable a partir del cuarto o sexto mes de tratamiento, la
eficacia se valora a largo plazo dos o fres afios después. Otros esquemas
terapéuticos incluyen la combinacion de sulfonamidas con: estreptomicina,
rifampicina, isoniacida, amikacina, o clofazimina (44). A continuacidn se
mencionan las caracteristicas mas importantes para estos farmacos.

La estreptomicina es un aminoglucdsido del grupo de las estreptidinas,
no se absorbe por via bucal. La sal con menos efectos colaterales es el sulfato
de estreptomicina y su administracién es intramuscular. La eliminacion se
realiza por filtraciéon glomerular.

La dosis habitual se calcula a razdn de 14 mg por kg. por dia (1 g por
dia) por un mes, y posteriormente cada tercer dia. Su principal efecto adverso

es la ototoxicidad vestibular (45).
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La rifampicina es un derivado semisintético de rifamicina B. Actlia
bloqueando la sintesis proteica por inhibicion de la enzima DNA-RNA
polimerasa de las bacterias susceptibles. Se absorbe bien por via bucal y
alcanza buenas concentraciones en ayuno.

La dosis del aduito es 600 mg dia, por varios meses y puede combinarse
con isoniacida. E! principal efecto adverso es la hepatotoxicidad, por ésto es

necesaric mantener la vigilancia de las pruebas funcionales hepaticas

(46,47 .48).

La isoniacida es un antibidtico bactericida antifimico, inhibe la sintesis de
los acidos micélicos constituyantes de la pared bacteriana, se absorbe bien por
el tracto digestivo, debe ser administrada una hora antes o dos después de los
alimentos o antidcidos. Se distribuye bien y alcanza el LCR. Se metaboliza en
higado por acefilacién de ia enzima N-acetiltransferasa, produciendo acetil-
isoniacida, que posteriormente se hidroliza y libera é4cido isonicotinico y
acetilhidracina; ambos son derivados activos y sus metabolitos son eliminados
en la orina. La dosis es de 5 mg por kg. hasta un maximo de 300 mg por dia
durante mas de seis meses. Entre los fenémenos colaterales que produce se
han informado: irritacién gastrointestinal, reaccién de hipersensibilidad,
neurotoxicidad, neuritis periférica y hepatotoxicidad. Se ha utilizado para

actinomicetoma por N. brasiliensis sin afeccion ¢sea, obteniéndose con ella la
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curacién en 2 de 5 pacientes. Se necesita vigilar 1a funcién hepética y se
recomienda aplicar piridoxina (vitamina B6) para prevencién de la neuritis
periférica (48)

La amikacina pertenece al grupo de fos aminogiucocidos semisintéticos
obtenido a partir de kanamicina A, lo cual le confiere mayor espectro. Es un
antibistico bactericida, actda inhibiendo la sintesis proteica a nivel ribosomal.
Su efecto contra Nocardia brasiliensis se ha demostrado in vivo y también in
vitro.

En el tratamiento del actinomicetoma se indica por ciclos, cada uno esté
constituido por 21 dias, durante los cuales se aplica 15 mg por Kg. por dia
dividido en dos aplicaciones por via intramuscular: Se combina con trimetoprim-
sulfametoxazo! (7 y 35 mg por kg. por dia respectivamente) durante cinco
semanas y se intercalan descansos de 15 dias. Se recomienda aplicar tres
ciclos, sobre todo en los casos que no responden al manejo convencional o
cuando la vida esta en peligro.

La cantidad de ciclos necesarios para la curacion del padecimiento
segln la lteratura médica varia de uno a tres, y al concluir se aconseja
administrar diaminodifenilsulfona. Una vez que se logra la curacién de los
pacientes la vigilancia se mantiene cada 6 meses por un periodo de 7 afos.

Segtin Welsh la combinacién de estreptomicina con DDS o con

trimetoprim-sulfametoxazol y amikacina con trimetoprim-sulfametoxazo! son los
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mejores regimenes de tratamiento para actinomicetomas resistentes y
extensos.

Los efectos adversos gastrointestinales son minimos, pueden
presentarse ademés hipoacusia neurosensorial. Es importante vigilar la funcién
auditiva y renal ya que la amikacina puede ser nefrotoxica. Se recomienda dar
suplementos de calcio a estos pacientes, pero no vitamina D (49).

Las tetraciclinas son antibiéticos bacteriostaticos que inhiben la sintesis
proteica a nivel ribosomal. Dos compuestos han sido usados para el tratamiento
del actinomicetoma: 1) tetraciclinas de primera generacién y accién corta como
oxitetraciclinas, las cuales se administran a dosis de 1.5 a 2 g por dia por un
periodo de uno a dos afios; 2) las tetraciclinas de segunda generacidn y accidn
prolongada como minociclina a dosis de 200 mg por dia por uno o dos arios.

Las tetraciclinas se absorben faciimente en el ducdeno, hay que tomar
en cuenta la administracion de alimentos, leche y cationes divalentes o
trivalentes cuando se usan las de primera generacién porque disminuyen su
absorcién; en cambio las tetraciclinas de segunda generacion se absorben bien
a pesar de los alimentos.

Entre los efectos adversos pueden presentarse nausea, vémito, vértigo,
y pigmentacion residual. Estan confraindicadas en menores de 12 ailos,
mujeres lactando o embarazadas (50).

Se han sugerido otros esquemas terapéuticos como : Amoxicilina y acido

clavuldnico. La amoxicilina es un antibiético beta lactamico semisintético
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derivado de las penicilinas. El 4cido clavulanico es capaz de inhibir las enzimas
betalactamasas que hacen resistentes a las bacterias, y se obtiene de
Streptomyces clavuligerus (51). Se ha visto que los casos resistentes por N.
brasiliensis con afeccion ésea o visceral pueden responder a este régimen de
tratamiento a dosis de 500 mg y 125 mg respectivamente cada 8 h por via
bucal por 5 meses; la mejoria se observé a las 6 semanas, y la remisidn
completa a las 18 semanas. No se observaron recidivas 6 meses posteriores al
tratamiento (52).

Después de aplicar cualquiera de los esquemas mencionados, se debe
continuar con diaminodifenilsulfona, y realizar vigilancia clinica y hematologica
con citometrias hematicas porque la sulfona puede ocasionar anemia

hemolitica.
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1.8.2. TRATAMIENTO QUIRURGICO

El diagnéstico temprano es esencial en el eumicetoma antes de que la
destruccion de los tejidos sea demasiado extensa, incluso asl es necesaria la
combinacién del tratamiento médico y quirtrgico para lograr curacién completa.

En el manejo c}uirﬂrgico se procede a explorar trayectos fistulosos para
proporcionar drenaje adecuado y se extirpa el tejido enfermo. Las recidivas son
frecuentes, pero la amputacion de una extremidad sélo se realiza cuando han
fracasado las instancias médicas. El fratamiento con cirugia es completo en
algunos casos tempranos, pero en la mayoria de las veces es paliativo, las
recidivas son comunes hasta en el 100% de los pacientes que han sido
manejados con esta modalidad (82).

Actualmente el tratamiento quirdrgico para el actinomicetoma muy rara
vez se indica, debido a la excelente respuesta terapéutica con antibidticos
combinados. La cirugia no es de primera eleccion y esta contraindicada debido
a que ésta puede favorecer el desarrollo de cuadros diseminados. En la

Republica Mexicana esta practica ya no se realiza (5,13,21).

1.9. EUMICETOS

El nimero de hongos que se¢ ha relacionado con el micetoma es

veintidés, pero los principales agentes etiolégicos son: Madurella mycetomatis,
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M. grisea, Pyrenochaeta romeroi, Scedosporium apiospermum, Leptosphaena
senegalensis, Acremonium kiliense, A. recifei y A. falciforme (5,52).

Los eumicetomas son mas frecuentes en Asia y Africa en cambio en
América predominan los actinomicetomas. En México el eumicetoma
representa el 2.2% de los casos y predominan los hongos negros M. grisea y
M. mycetomatis, otras especies son paco frecuentes (14).

Los granos pueden verse en el exudado con [a ayuda de una lupa y
pueden ser de color negro (por hongos dematiaceos), 0 de color blanco (por
hongos blancos o hialinos) (21).

Sin importar el agente tanto el eumicetoma como el actinomicetoma
comparten aspectos epidemiolégicos y clinicos simitares como: cronicidad,
fuente de infeccion, via de entrada, predominio en el sexo masculino, afeccion
principalmente en extremidades, y relacién con actividades agricolas. El
diagnéstico etiolégico se fundamenta en la morfologia microscopica vy
macroscbpica de las colonias, y et estudio histopatotégico de los grancs. La
identificacién del agente es indispensable para indicar un tratamiento racional.

E! tratamiento quirirgico con extirpacién completa es efectiva cuando es
posible, en cambio el tratamiento médico es muy dificil, para ello se utilizan
derivados imidazélicos como ketoconazol e itraconazal y el derivado poliénico

anfotericina B.
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1.10 ACTINOMICETOS
ETIMOLOGIA

Etimolégicamente el término actinomiceto es una palabra compuesta que
procede del idioma griego. El prefijo acfino significa, rayos de luz, sol, 0
emanaciones, y mykes, significa hongo. Por lo tanto actinomiceto literalmente

significa “hongo en forma de sol o radiado”.

1.10.1 CLASIFICACION

Los actinomicetos son un grupo heterogéneo de bacterias relacionadas
filogénicamente con micobacterias, fueron considerados al principio como
hongos debido a la estructura pseudofilamentosa de algunas de las especies
de este grupo, sin embargo, actualmente se ha establecido que por sus
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas no pertenecen al reino de los
hongos, algunas especies son de interés médico porque son patdgenas para el
hombre y animales, ésto es particularmente notable en el género Nocardia y
Streptomyces los cuales son capaces de producir en el hombre: micetoma,
nocardiosis, estreptotricosis, neumonia alérgica y actinomicosis entre otras
enfermedades (23,20). Los actinomicetos patégenos y el grupo coreniforme son
conocidos como bacterias superiores, pertenecen al reino Monera y se

clasifican como lo sefiala la tabla 5.

33



TABLA 9.
CLASIFICACION DE ACTINOMICETOS

Tomada de Arznas (20).
* Superreino Procariota
¢ Reino Monera
» Divisién Schizomycota
e Class Eubacter
s Orden Actinomicetaies
DIVISION POR FAMILIAS

Los actinomicetos se dividen en grupos pon; familias y de acuerdo a sus
capacidades metabdlicas tienen la facultad para degradar o utilizar los restos
de materia orgénica, pueden ser oxidativas como las geofificas que se
encuentran en los suelos, o fermentativas como las parasitarias que conforman
la biota de las cavidades de los animales y et hombre (Tabla 10).

£l ciclo de desarroilo de los actinomicetos incluye; la formacion de cocos,
induccion bacilar, formacion de pseudomicelios, esporulacion, formacion de
pseudomicelio secundario, esporulacién de pseudomicelio secundario y
fragmentacién con formas cocoides o bacilares (54).

Las colonias de estas familias tienen en comun que crecen lentamente,
el olor es semejante al que despide la tierra himeda, y su aspecto es ceroso.

Se tifien bien con tincibn de Gram y de Kinyoun, esta Ultima es
especialmente (il en el caso de los actinomicetales del género Nocardia,

debido a que son poco &cido-alcohol-resistentes y se decoloran en exceso
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cuando se aplica la técnica habitual de Ziehl-Nielsen. La identificacion precisa
de una especie particular, se hace con técnicas de andlisis que toman en
cuenta caracteristicas morfolégicas de las colonias (tanto macroscépicas como

micrascopicas) y propiedades bioquimicas de ia pared celular (39,55).

TABLA 10.
FAMILIAS DE ACTINOMICETOS

DIVISION SEGUN SU METABOLISMO (22)

1. FERMENTADORES {l. OXIDATIVOS

( parasitos) { geofilicos)

I. Actinomycetacea 0. Mycobacteriacease
W. Frankiaceae
IV:Actinoplanaceae

V. Dermatophilaceae

VI. Nocardiaceae

VIi. Streptomycetaceae
VIH. Micromonosporaceae

1. Famiiia Actinomycetaceae

Comprende las formas parasitarias de cavidades mucosas de animales y
el ser humano, algunas son aercbias y olras anerobias; generalmente son
microaerofilicos, tienen ocasionalmente un pseudomicelio transitorio o
ligeramente unido, carecen de esporas y formas celulares moéviles.

En general son Gram positivas y se desarrollan en los medios de cultivo

de manera mas lenta que otras bacterias, un ciclo de division puede durar 2 a
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15 horas en cambio otras bacterias como E. coli sélo requieren 20 minutos (11).
Aclinomadura madurae se cultiva en Sabouraud y su desarrollo come colonia
tarda 30 a 60 dias a temperatura de 30°C y la optima de 37°C. Las
caracteristicas macroscépicas muestran: colonias de aspecto plegado y poco
elevadas, matizadas en color blanco, salmén o rojo; microscdpicamente se
encuentran pseudofilamentos cortos con didmetro de 0.5 pm, las hifas
dispersas presentan cadenas de esporas (25).

Actinomadura pelletieri: Crece a temperatura optima de 37°Cen4 a7
dias. Las caracteristicas macroscépicas que presenta son su aspecto plano,
cerebriforme o radiado, con un pico central de color rojo y con un halo pdlido,
entre las caracteristicas microscopicas destacan pseudofilamentos cortos de

0.5 um de diametro no fragmentadas, se tifien con Gram pero no son acido

alcohol resistentes.

Ii. Familia Micobacteriaceae

Rara vez tienen pseudomicelio, ramifican de manera limitada, sus
pseudofilamentos cortos tienen tendencia a fragmentarse en formas bacilares,
no forman esporas, conidias ni hifas aéreas. Son Gram positivas y &cido alcohot
resistentes, ésto Ultimo es debido a la cantidad de ceras que posee su pared

celular y solo se encuenira en especies relacionadas como algunas Nocardias.
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La mayoria son saprobias y su habitat es el suelo en donde realizan la

descomposicién de materia organica (56, 57}.

VI. Familia Nocardiaceae

Presentan pseudofilamentacion abundante en forma aérea, la
fragmentacién del pseudomicelio produce formas cocoides y bacilares. Las
pseudohifas miden 0.5 a 1 pm de diametro. Se comportan como aerobios
obligados, carecen de movilidad; como se menciond anteriormente son Gram
positivos y ligeramente acido alcohol resistentes. Sus colonias son semejantes
macroscopicamente a las Mycobacterias pero se distEng(uen de esias porque
presentan pseudomicelio aéreo. Para obtener colonias de Nocardia sp. se
utiliza el medio de gelosa glucosada de Sabouraud y se desarroltan en un
periodo de 8 a 15 dias a la temperatura ambiente.

La morfalogia de la colonia es convexa, plegada semejante a costras, el
color puede variar desde blanco pasando por el tono beige, rosa, naranja o
marrdn, la superficie tiene aspecto yesoso blanco cuando se forma la
pseudohifa aérea. En el caso de N. brasiliensis la superficie presenta un
aspecto plegado y su consistencia es acartonada de color blanco o amariilento,
mientras la periferia se reviste de color naranja ocre. Microscopicamente se

caracteriza por pseudofilamentos ramificados delicados que se fragmentan en
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formas bacilares o cocoides, carece de conidias. Los pseudofilamentos son

muy finos miden de 0.5 a 0.9 um (567).

Vil. Familia Streptomycetaceae

El género Streptomyces tiene pseudomicelios aéreos, no fragmentados,
abundanies, muy largos, y ramificados. Las pseudohifas son vegetativas y
aéreas, producen esporas, la pared contiene dcido L-L-diaminopimélico unido a
glicina. Muchas especies de este género producen antibidticos. Streptomyces
somaliensis crece a temperatura éptima de 37°C en medio de Sabouraud o
agar nutritivo. E! medio de cultivo mas adecuado es el de Lowenstein-Jensen,
el crecimiento de la colonia es lento; y el aspecto macroscédpico que la distingue
es el de una colonia peguefia, plegada, membranosa, con aspecto cerebriforme
de color amarillo con sus sombras en tonos marrén o gris, a veces puede tomar
color azul muy obscuro. Microscépicamente presenta pseudofilamentos
microsinfonados con ramificaciones perpendiculares. El pseudomicelio es

rudimentario y las esporas dificiles de observar.

1.10.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Se han realizado diversos estudios de microscopia electrénica tanto de

los granos de micetoma como de los cuiltivos de N. brasiliensis. Entre los mas
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sobresalientes tenemos el estudio realizado por el Dr. Macotela y cols., quienes
observaron que la membrana ceiular es una estructura laminar triple en
contacto con el medio interno en su cara interior citoplasmica, y en su cara
externa muestra un material mucoide similar a! de otraé bacterias. E! cuerpo de
N. brasiliensis presenta una intensa densidad debido a la gran riqueza en
ribosomas, en su centro se observa el nicleo como una zona de claridad

electrénica, y posee los filamentos de acido desoxirribonucleico (DNA). Cada

filamento mide entre 0.5 a 0.8 ym de espesor (58).

Folb y cols. realizaron el estudio con microscopia electrnica de lesiones
por N. asferoides y N. brasiliensis en ratones, éste revelé que cada germen
produce lesiones distintas: las de tipo asteroide son abscesos agudos y las tipo
brasiliensis son granufomas con gran ndmero de macréfagos vacuolados y gran
cantidad de bacilos en su citoplasma-(59). Este tipo de macréfagos se observan
también en el estudio histopatoldgico de lepra lepromatosa asi como
infecciones diseminadas por M bovis y cuando ocurre esto se debe a
inmunosupresién, por tanto se sugiere que N. brasiliansis produce algan tipo de
depresion de la inmunidad celular, que modifica ta respuesta local dei
hospedero a N. brasiiensis (60). Cuando se observaron lesiones por N.
brasiliensis en ratén atimico los microorganismos se encontraron libres o
fagocitados rodeadas por una membrana Onica det fagosoma de los

macrofagos. Su pared no es tan gruesa como la de N. asteroides y cuando
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degenera la pared aumenta el grosor para resistir el atague de los lisosomas

{59).

1.11. RESPUESTA INMUNE EN EL ACTINOMICETOMA

Nocardia brasiliensis es un parasito intracelutar facultativo, una vez que
ha sido fagocitada puede ocurrir una de dos posibilidades: 1) ser atacada y
digerida; o 2) resistir dentro de la célula fagocitica en su forma modificada-L.

Los antigenos bacterianos de Nocardia brasiliensis son capaces de
estimular en el hospedero el inicio de la respuesta inmune tanto humoral como
celular. Cuando la infeccién es causado por una bacteria intracelular facultativa,
generaimente destaca la respuesta inmune celular y confiere la proteccion

necesaria (23).

1.11.1. INMUNIDAD CELULAR
ESTUDIOS EXPERIMENTALES EN ANIMALES

La mayor parte del conocimiento actual acerca de la respuesta inmune
en el actinomicetoma procede de estudios en animales como veremos a
continuacion.

La actividad microbicida de los macréfagos de ratones gue han sido
infectados previamente con Nocardia mejora ante una nueva infeccion con

bacterias de muttiplicacion intracelular por fendémeno de resistencia cruzada.
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La hipersensibilidad para antigenos de Nocardia se incrementa y es
directamente proporcional al aumento de resistencia de! ratén ante otras
bacterias como Listeria monacylogenes. Tanto la resistencia a la infaccion
como la hipersensibilidad son expresion del mismo fenémeno inmuncldgico
(60,61).

La respuesta de hipersensibilidad retardada, y la capacidad microbicida
de lus macréfagos activados en la respuesta inmune celular en ratones, tienen
un comportamiento paralelo. Cuando se estudia la capacidad microbicida del
macréfago dei raton infectado por N. brasifiensis se observa que aumenta
iniciaimente, y después de cierto tiempo disminuye de igual forma que la
respuesta de hipersensibilidad retardada, el hecho coincide coh mayor
proliferacién de N. brasifiensis. Esto puede correlacionarse con lo abservado en
pacientes (60,62).

En otros experimentos con ratones Ximénez y cols., encontraron que la
resistencia a N. brasiliensis aumenta después de recibir por inoculacion dosis
no letales de cepas de este microorganismo vivas o muertas, y el grado de
resistencia en nuevas exposiciones se correlaciona con la respuesta de
hipersensibilidad retardada, en cambio la resistencia provocada por otras
bacterias y BCG producen menor resistencia y baja reactividad de la
hipersensibilidad retardada. La cuantificacién de anticuerpos antinocardia de
los animales previamente expuestos y la de anticuerpos anti-BCG previamente

inmunizados, fueron niveles semejantes aun cuando et grado de resistencia a
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la infeccion fuera diferente, por ello los investigadores concluyeron que la
produccién de anticuerpos no tiene ninguna accion para la resistencia a la
infeccién por N. brasiliensis (63).

Los estudios de inmunidad celutar realizados, han demostrado un estado
de hipersensibilidad retardada especifica para los antigenos de Nocardia, lo
cual indica que existe activacion de macréfagos con capacidad de fagocitosis
bacteriana aumentada (60).

Cuando Gonzélez-Ochoa y colaboradores realizaron pruebas de
intradermorreacién usando un polisacarido de N. brasifiensis, observaron como
un grupo de pacientes que habian presentado una respuesta de
hipersensibilidad retardada tipo tuberculinico, tuvieron buena evolucién y en
cambio aquellos pacientes sin reaccién evolucionaron mal; por ofro lado
algunos casos con respuesta positiva inicialmente perdian su reactividad al
deteriorarse las condiciones generales igual que en los estudios de Mahgoub
(64). Estas observaciones permitieron concluir que la intradermorreaccion
positiva era signo de buen prondstico, mientras que la negatividad era de mal
prondstico {62).

La hipersensibilidad retardada que se desarrolla ante el estimulo de
antigenos de N. brasiliensis se ha obtenido experimentaimente en animales, en
pacientes e individuos sanos que viven en zonas endémicas donde N

brasiliensis ha sido aislada del suelo (65,66).
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LINEFOCITOS T Y MACROFAGOS

Los ratones libres de gérmenes desde el nacimiento presentan
resistencia menor a las infecciones por Necardia que los ratones normales,
porque ia biota residente normal del hospedero confiere proteccion y la
exposicion a diferentes microorganismos exégenos estimula el desarrollo det
sistema inmune, que se expresa por una mayor resistencia a la infeccién por
Nocardia. La activacién de macrofagos y el desarrollo de la inmunidad mediada
por células son importantes en la resistencia del hospedero contra la infeccién
por Nocardia (67).

En los modelos murinos: Cuando la bacteria Nocardia penetra los tejidos,
jos neutréfilos rodean e! agente y se acumulan en el sitio de invasion, fagocitan
al invasor e inhiben su crecimiento. Sélo los macréfagos activados pueden
inhibir e! crecimiento, y aungue se encuentren en el sitio se ha demostrado in
vifro que no pueden inhibir el crecimiento si no estan activados (68)

Los neutrofilos humanos obtenidos de sangre periférica no tienen
capacidad para destruir Nocardia sp, unicamente inhiben el crecimiento.

Se han utilizado modelos murinos genéticamente inmunodeficientes en
los distintos estudios sobre la respuesta inmune. El ratén desnudo atimico y
con deficiencias severas de linfocitos T resultd un modelo por excelencia para
el estudio de la importancia que tienen los linfocitos T en la resistencia del
hospedero ante Nocardia, y por lo tanto de la respuesta inmune celular; este

tipo de ratén no desarrollé la tipica lesion del micetoma cuando se infectd con
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N. brasiliensis, por el contrario predominaron los abscesos grandes y una
enfermedad agresiva letal meses antes de lo observado en los ratones
controles. Por tanto fa enfermedad infecciosa clinicamente se manifests segin
el estado inmunoldgico del hospedero, De aqui [a importancia de los linfocitos T
en la respuesta del hospedero ante infecciones sistémicas y crénicas por
Nocardia. El ratén deficiente de linfocitos T es también méas susceptible a la

infeccién con N. brasiliensis que los normales (69).

1.11.2. LA INMUNIDAD HUMORAL.

Las pruebas serolbgicas de fijacién de complemento en pacientes con
actinomicetoma por N. brasiliensis desarrolladas en 1962 por Gonzalez Ochoa
y cols., mostraron titulos elevados de anticuerpos en aquellos pacientes con
lesiones extensas y condiciones generales precarias, mientras que en aquellos
que presentaban lesiones muy localizadas los resultados fueron negativos (62).

Para estudiar ef papel de la respuesta inmune humoral y su intervencion
en fa proteccién contra el actinomicetoma, se han utilizado como modelos
ratones esplénico-deficientes o aquellos con herencia B-deficiente, estos
animales tienen disminuida la produccién de inmunoglobulinas y con la edad
sufren deficiencia progresiva de linfocitos T. Este modelo de ratén es mas

susceptible que el atimico para desarrollar infeccidn aguda, y sistémica por
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Nocardia brasiliensis, ta muerte por nocardiosis sistémica ocurre antes de que
se presente el cuadro clinico tipico del actinomicetoma (70, 61, 69).

En animales con deficiencia-B ligada al cromosoma X, se encpntré que
después de ser inmunizados tantc hembras como machos, ambos grupos
mostraron mejor capacidad de respuesta de hipersensibilidad retardada simifar
para los antigenos de Nocardia, y con resistencia semejante a la infeccidn, por
tanto no es critica fa formacion de linfocitos B y anticuerpos en el desarrofio de
la respuesta del hospedero ante Nocardia. Ademds cuando se transfieren
pasivamente anticuerpos a los ratones receptores con deficiencia de linfocitos
T, sufren una infeccidbn mas grave por Nocardia que los que no recibieron
anticuerpos, esto es paraddjico, pues pareciera que los anticuerpos facilitan el
crecimiento de los microorganismos en lugar de destruirlos (61, 71).

Por otra parte cuando los ratones son irradiados pierden también la
capacidad para formar anticuerpos contra Nocardia, pero al recibir por
transferencia células de bazo sin linfocitos B y recubiertos con receptores para
Necardia, estos animales desarrollardn una respuesta de hipersensibilidad
retardada y controlaran la infeccion por Nocardia.

La transferencia de las células de bazo sin linfocitos B recubiertos con
receptores para extractos citoplasmicos de Nocardia, confirié al ratén receptor
mayor resistencia ante exposiciones posteriores a Nocardia, por lo que
presentd lesiones menos graves y una menor deteccidn de anticuerpos

hemaglutinantes, cuando se transfirieron células def bazo sin eliminar estos
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linfocitos B, presentaron entonces titulos altos de hemaglutininas. Ambos
grupos presentaron reactores de hipersensibilidad retardada paositivos al
extracto citoplasmico de Nocardia y por fo tanto, no afectaron la expresién de la

inmunidad celuiar (65).

ANTICUERPOS EN LA RESPUESTA HUMORAL

El papel de los anticuerpos en el actinomicetoma se ha estudiado con la
inoculacion de células de N. brasifiensis en |la pata del ratén; dos semanas
después de fa aplicacion de los microorganismos se desarrollaron lesiones
tipicas de micetoma. Los estudios histolégicos' mostraron: depdsitos de
inmunoglobulina antinocardia asi como complemento C3 en el grano
actinomicésico y 4reas circundantes inflamatorias. Las pruebas
inmunoenzimaticas en suero permitieron también la identificacion anticuerpos
antinocardia a los 45 dias de la infeccién. Por lo tanto la presencia de C3 puede
indicar formacién de complejos inmunes que pueden contribuir en la patogenia
del padecimiento, interfiriendo con la funcién de los linfocitos T. La presencia de
C3 y anticuerpos probablemente bloguean los determinantes antigénicos del
microorganismo, ésto evitaria a su vez que sean reconocidos por las células
sensibilizadas, y de este modo impide el desarrolio de la inmunidad mediada
por células e interfiere con la regulacién de ia respuesta inmune, pues como se

ha comprobado la respuesta de hipersensibilidad retardada en animales
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infectados con N. brasiliensis a los cuales se les administré anticuerpos, se
retrasé.

Al principio de la enfermedad no se identificaron anticuerpos en suero, la
ausencia probablemente, se debe a células suprescras en los ratones
infectados con N. brasiliensis, o porque los anticuerpos sintetizados se
absorben en el sitio de infeccidn. Esto explica el fracaso de las reacciones
serolégicas para el diagnéstico temprano del micetoma en estadio inicial ya que
los anticuerpos se absorben in sif y los niveles detectables se encontraran
stlo en estadios crdnicos de la enfermedad {(71).

intrigan los titulos bajos de anticuerpos antinocardia, porque sabemos
que Nocardia funciona como un activador policional de linfocitos B con accidn
mitbgena. Las células espliénicas del ratén infectado con N. brasiliensis
muestran incremento en Ia tasa de utilizacién de timidina tritiada en las pruebas
de proliferacion (65). Los exiractos de Nocardia no patogénica y extractos de N.
brasiliensis patogénica tienen accién mitogénica en los linfocitos B murinos
{66).

La actividad mitogénica sin embargo no requirio la presencia de linfocitos
T (65). La activacién con extracto de N. brasiliensis patogénica estimulé {os
linfocitos B promoviendo su division celular y por tanto produccién de céluias
formadoras de anticuerpos que tenian reaccidén cruzada con diferentes

antigenos. In vivo la infeccién por N. brasiliensis induce la activacion policlonal
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de los linfocitos B, 1a cua! puede valorarse tres dias después de la infeccion
(76).

Nocardia o sus productos inducen in vivo la expansién policlonal de los
linfocitos B, y cuando el antigeno se administra, se produce gran cantidad de
anticuerpos antinocardia. Pero cuando los ratones se infectan con N
brasiliensis muestran disminucién de la respuesta a los mitégenos
concanavalina A o lipopolisacarido (60,65). Esto indica que la infeccidn por N.
brasiliensis tienen efectos supresores sobre Ia actividad del linfocito By T. La
respuesta linfoblastica de las células esplénicas de animales infectados ante el
lipolisacarido se suprimi® a los 6 dias, mientras que la respuesta a la
concanavalina hasta los 50 dias. En un inicio la infeccidbn por Nocardia
posiblemente actia sobre los linfocitos B suprimiendo su actividad. Células
supresoras se han descrifo en infecciones en las que se han encontrado
actividad supresora de linfocitos T y macrdfagos (65).

in vitro se ha demostrado que la presencia de Mycobacterium
tuberculosis muerta en cultivos de células linfoides disminuye ia respuesta
linfoblastica ante el estimulo de los mitdgenos; un factor sintetizado por los
macréfagos  estimulados por un componente lipido de la pared de
Mycobacterium, es el responsable de activar las céfulas supresoras T, ésto
puede ser lo que también ocurra en infecciones por Nocardia (65).

El perfil de inmunogiobulinas en pacientes con micetoma fue estudiado

por Singhvi y cols. Para ello utilizaron métodos de inmuncdifusién, Ellos

48



1.12. ESTUDIOS EN PACIENTES

Los estudios en pacientes con micetoma y enfermedades concomitantes
que comprometen la inmunidad celular como diabetes mellitus, son muy
escasos, por lo que se desconoce el comportamiento y evolucién del
actinomicetoma en estos casos (70).

México es uno de los paises donde se han desarrollado muchos estudios
acerca del micetoma causado por actinomicetos, pero la gran mayoria
pertenece a estudios de epidemiologia, diagndstico y tratamiento, y aunque se
han realizado trabajos de investigacién acerca de los procesos inmunoldgicos
la mayoria han sido para buscar pruebas diagnésticas y diferenciar especies
como N. brasiliensis y N asteroides, entre estos trabajos, merece mencionarse
de manera especial aquellos realizados por Carmona, Salinas, Welch y otros
respecto a la obtencion de dos antigenos uno de 24 kDa y otro de 26 kDa,
mismos que mostraron ser (Gtiles para la obtencién de anticuerpos
monoclonales, estos anticuerpos se utilizaron con éxito en el diagnostico
utilizando {a técnica de ELISA (43).

E! Dr. Saul también realizé un estudio sobre {a inmunidad celutar en
pacientes con micetoma por Nocardia brasliensis, a cada paciente se le realizé
pruebas cutaneas de intradermorreaccion con antigenos (que no incluyeron
derivados de Nocardia), sensibilizacién a dinitroclorobenceno y se analizo la

capacidad fagocitaria hacia M. leprae mediante el estudio histolbgico del sitio
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de aplicaciéon de lepromina, los resultados mostraron que los pacientes y
controles fueron igual de sensibles a las intradermorreacciones En ambos
grupos, no se encontrd deterioro de la inmunidad celular, sin embargo no se
realizaron estudios de transformacion blastoide o proliferacién celutar (74).
Bonifaz y Fong realizaron un estudio en pacientes con actinomicetoma
por N. brasiliensis y A. madurae, en cual se valoré la funcion leucocitaria de los
polimorfonucleares, mediante pruebas de gquimiotaxis y quimioluminiscencia.
Ellos encontraron resultados semejantes al compararios con un grupo control, y
no hubo diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos para la

migracién celutar. No se demosird incremento de la migracién (75).
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CAPITULQ 2

PLANTEAMIENTC DEL PROBLEMA

Una de las fases mas importantes para montar una respuesta
inmunoldgica efectiva es la profiferacion celular. En los pacientes con
actinomicetoma se desconoce si la proliferacion de las células
mononucleares periféricas es adecuada y suficiente para desencadenar

una respuesta inmune eficiente

Es necesario estudiar in vivo la respuesta ihmune celular en
pacientes con actinomicetoma por medio de pruebas de aplicacion
intradérmica de diversos antigenos y correlacionar los resultados con ios

obtenidos en los ensayos de proliferacién.
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2.2. HIPOTESIS.
2.2.1. Es probable que el estado del paciente con micetoma por N. brasiliensis
presente algin defecto de inmuncdeficiencia celular detectable in vitro o

in vivo que favorezcan el desarrofio y diseminacién del actinomicetoma.

2.2.2. Las personas sanas provenientes de las mismas comunidades de origen

de los pacientes, no presentan alteracion en la respuesta inmune celular,
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2.3. OBJETIVOS

2.3.1. GENERAL
Demostrar que los pacientes con actinomicetoma presentan una

respuesta inmune ceiular deficiente, io que predispone & la enfermedad.

2.3.2. ESPECIFICOS

2.3.2.1, Cuantificar la proliferacion de células mononucleares de sangre
periférica (CMSP), en pacientes con actinomicetoma y compararlo con

los resultados obtenidos de personas sin micefoma.

2.3.2.2. Valorar la respuesta inmune celular por medio de la aplicacion
intradérmica de diversos antigenos en un grupo de pacientes con
actinomicetoma y comparar los resultados por la reactividad presentada

por personas sin este padecimiento.
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2.4. MATERIAL PACIENTES Y METODOS

2.4.1. DISENO DEL ESTUDIO

Este es un esfudio prospectivo, transversal, comparativo y experimental.

2.4.2. DONADORES

Las muestras de sangre periférica utilizadas en este trabajo de
investigacion se obtuvieron de pacientes ambulatorios con diagndstice de
micetoma por Nocardia brasiliensis y controles sanos de zonas endémicas,
captados durante el mes de enero a febrero de 1998.

La evaluacién de la inmunidad celutar se ilevé a cabo por medio de dos
estudios. A cada individuo participante en este trabajo se le realiz6 lo siguiente:
A) Ensayo de proliferacion celular in vitro y B) Aplicacién intradérmica de
antigenos in vivo.

La toma de la muestra de sangre fue practicada por venopuncion del
antebrazo con jeringas estériles por personal del Hospital de Especiafidades
“Or. Bernardo Seplilveda” del C.M.N. S. XXI y del Centro Dermatoldgico “Dr.
Ladislac de la Pascua” y se procesaron de acuerdo a técnicas de biologla
celular y molecular ya estandarizadas en el laboratorio de Dermatologia y
Micologia Médica de este hospital.

La invitaci6n para participar en el estudio, asi como la aceptacion, se

hizo por escrito para todos los individuos sujetos a investigacién y con estricto
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rigor de acuerdo a los estandares de ética médica. Una vez obtenida la
aceptacion del participante por escrito se procedié a lienar los datos en una

hoja de registro para cada uno de los pacientes

2.4.3. PACIENTES

Los pacientes estudiados son atendidos en el Centro Dermatoldgico “Dr.
Ladislao de la Pascua” de la SSA y en el Servicio de Dermatologia y Micologia
del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional S. XXI. del IMMS.
Ambos centros se localizan en la Ciudad de México, Distrito Federal.

Sélo se incluyeron en el estudio pacientes con diagnodstico de micetoma
por Nocardia brasiliensis corroborado por estudios de laboratoric como:
examen directo de los granos, cultivo, prueba de hidrélisis de casefna, y estudio
histopatolégico de las lesiones. Ninguno tenia antecedentes de alguna
enfermedad o inmunodeficiencia y/o tratamiento concomitante. El diagnéstico
fue hecho por médicos especialistas dermatdiogos, en pacientes de uno u otro

sexo con un rango de edad comprendido entre de 15 a 60 afios.

2.4.4, CONTROLES ENDEMICOS SANOS
Solo se incluyeron sujetos que radicaban en zonas endémicas de la
enfermedad estudiada, familiares y/o amigos de los pacientes de uno u otro

sexo, con edades comprendidas entre los mismos rangos.
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2.4.5. ANTIGENOS

Todos los antigenos usados: recombinante de M. leprae {de 45 kDa),
sonicado de M. leprae (Mison), tuberculina (PPD) y la fraccion antigénica de
Nocardia brasifiensis (Nb) asi como el mitégeno fitochemagiutinina (PHA), fueron
adquiridos a través de un financiamiento de la Unién Europea incluyendo
reactivos procedentes de la Escuela de Medicina Tropical e Higiene de

Londres.

2.5. ENSAYOS DE PROLIFERACION CELULAR
Purificacién de células mononucleares de sangre periferica
(PCMSP). A todos los pacientes e individuos confroles se les tomd
sangre venosa por puncion de antebrazo y la separacion del paguete

celular se realizé en un gabinete de seguridad de la siguiente manera:

2.5.1.1. Se tomo de 22 a 25 ml de sangre y se mezcldé con 500pl de
heparina contenida dentro de tubos conicos Falcon estériles de 50 ml, se
agregé un volumen igual de medio RPMI-1640 a una temperatura de

37°C y se mezcld.
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251.2. Se dividié en dos la mezcla sangre-RPMI-1640 y se agregod
cuidadosamente por los bordes en otros tubos Falcon que contenian

cada uno 15 m! de Ficoll-Histopaque.

251.3. Se centifugé a 1,300 rp.m. (400g) durante 30 minutos @

temperatura ambiente.

2.5.1.4. Se tomd 9-11 m! de la mezcla plasma-RPMI-1640 (1:2}, se

almacend en tubos universales de 20 ml a-75°C hasta su empleo.

2.5.1.5. Se recolectaron los mononucleares que se encontraron en el
botdn de color blanco con una pipeta de plastico estéril, y se agregaron

en otro tubo Failcon.

2.5.186. Se adiciond solucién salina balanceada de Hanks {SBH) hasta fa
marca de 50 mi y se centrifugé a 1,300 r.p.m. (400g) durante 10 minutos

a temperatura ambiente.

251.7. Se resuspendio del botdn y se lavo dos veces mas con SBH.

2.5.1.8. Se prepard en un tubo universal estéril el volumen adecuado de

medio de cultivo que consistié de RPMI-1640 con 10% de plasma
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autolégo, 1% de L-glutamina y 1% de antibisticos (estreptomicina-

penicilina) y se filtré con acrodisco de 0.2 ym para jeringa.

2.5.1.8. Se resuspendid el botén en 0.5 m! de medio de cultivo y se hizo
una dilucién 1:10 con azul de tripano para contar en un hemocitémetro la

viabilidad celular.

2.5.1.10. Se ajusté a 200,000 célipozo y se agregd en 180 ul de medio de
cultivo RPMI-1640 con plasma autolégo al 10%, en placas esteriles de

98 pozas con fondo en U.

25111, Se adicion la concentracién adecuada de antigeno de Nocardia y

detl contro! positivo diluidos en 20 pl de cultivo.

2.51.12. Se agregaron 200 pl de SBH en las pozas circundantes para
evitar la deshidratacién de las células en proliferacién y se incubé a 37°C

con 5% de CO, y humedad durante 6 dias.

2.5.1.13. Se pulsaron al séptimo dia con 1 JC¥pozo en 20 ! de RPMI-1640
con plasma autologo al 10% y se incubaron 24 horas a 37°C 5% de COQ,

y humedad.
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2.5.1.14. Se cosecharon y secaron los circulos cortados de papel filtrc.

251.45. Se realizaron las lecturas con un contador de centelleo b y se

registraron los resultados como CPM.
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Para la estimulacion celular se usaron las siguientes fracciones
antigénicas: Nb-1 de: N. brasiliensis, antigeno recombinante de M. leprae de 45
kDa; antigeno crudo de M. leprae sonicado (Mison); y el antigeno purificado de
M. bovis (PPD). También se usd como control positivo fitohemagiutinina (PHA}.
Para cada uno de ellos se sefialan las concenfraciones en cada posa de las
placas. Esto se realizd para cada paciente y para cada caso control tal como se

muestra en e} esquema de la figura 1.

=

edio

e

3
=3
-]
| ISR

=
™
)
[ ——g
ZU
=
* [~
»
z
L~ 9
-
m
e —

o
—

00000000
90000000
90000000
00000000
00000000
©00000080:

- 90000000 - | *
90000008@: | }
90000000
90000000®
00000000
00000000

SBH —»

=
—-
-
=

FIGURA 1. Muestra la distribucion de las diferentes concentraciones para
cada uno de los estimulantes utilizados en este estudio:
IN. b 0.1:=0.1 pg/ml, IN. b 1.0i= 1.0 yg/ml; IN. b 101=10 pg/mi
[ PP D =10 ug/mi; ; Misoni=10 pg /mf; 745 kDa =10 pg/ ml
{ PHAI=10 pg/ml.
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2.6. APLICACION INTRADERMICA DE ANTIGENOS

A cada paciente se le aplicé por via intradérmica 0.1 ml de la solucién de
cada uno de los siguientes antigenos: 1) Nocardina, 2) PPD y 3) Candidina, en
cambio a los controles sélo los dos ultimos.

Los antigenos se aplicaron en la cara anterior del antebrazo izquierdo
con una separacion entre ellos de 7 cm.

Las Jecturas se realizaron a las 24 y 48 h en los casos para Nocardina y
Candidina, en cambio para el PPD se leyeron a las 48 y 72 h. Cada lectura
consistié en la palpacion de la zona indurada, medicidén en mm sobre dos de
sus ejes, y calculo de la superficie en mm?. Se consideraron positivas cuando el
diametro midié 5§ mm o maés.

La interpretacion de la lectura de estos valores fueron considerados de
acuerdo a lo establecido actuaimente por los conocimientos de Inmunologia

{86,87,90).

2,7. METODOS ESTADISTICOS

El andlisis estadistico se realizd sobre [a varianza de los 17 casos (9 pacientes
y 8 controles) y se aplicd para cada variable de manera comparativa ia prueba
estadistica U de Mann-Whitney. Se considerd significativa {a probabilidad (p)

cuando sus valores fueron menores de £.05.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1. EDADY SEXO

Debido al tipo de padecimiento, la mayoria de pacientes fueron adultos,
el mas joven tenia 15 afios y el mayor de ellos contaba con 60 afios. En cuanto
al sexo, como era de esperarse la mayoria fueron masculinos, hecho ya
ampliamente conocido por resultados en casuisticas epidemiolégicas (Tablas

11y 12).

TABLA 11.
DISTRIBUCICON DE PACIENTES CON ACTINOMICETOMA
PACIENTE [ EDAD EN ANOS SEXO
1 21 Masculino
2 21 Masculino
3 34 Masculino
4 22 Masculino
5 &0 Masculino
3] 15 Masculino
7 25 Masculino
8 20 Masculino
9 43 Femenino

Los sujetos utilizados como control fueron principaimente estudiantes de
posgrado provenientes de zonas endémicas, por este motivo, la mayoria fueron

adultos jovenes de uno u otro sexo (Tabla 12).
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TABLA 12,
DISTRIBUCION DE CONTROLES SANOS

CONTROLES EDAD EN ANOS SEXO
1 33 Femenino
2 23 Masculino
3 26 Femenino
4 26 Masculino
5 27 Masculing
[ 26 Femenino
7 28 Masculine
8 21 Femenino

3.2, PROCEDENCIA Y OCUPACION.

En la tabla 14 se muestra la disfribucidén geogréfica de los casos y las
actividades a las que se dedican en sus ocupaciones.

Los pacientes estudiados son originarios de ocho estados mexicanos
considerados como endémicos y localizados al sur del trépico de Cancer. De
éstos 2 son del estado de Morelos, 2 de Michoacan, y el resto de Veracruz (1),
Puebla (1), Oaxaca (1), Hidalgo (1}, y San Luis Potosi (1).

La tabla 14 sefiala las actividades que desarrollaba cada paciente
durante el periodo de tiempo cuando se enfermaron. La mayoria de los casos
(78%) se relacionaron con traumatismos corporales favorecides por la falta de
proteccién adecuada en el sitio afectado. Los huaraches por ejemplo no cubren
bien los pies; por otra parte los hombros, térax y abdomen se usan
frecuentemente como apoyo para cargar objetos contaminados sin ninguna

proteccién extra.
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TABLA 13.
DISTRIBUCION GEOGRAFICA Y OCUPACION

CASO ESTADO ACTIVIDAD
1 San Luis Potosl | Cultivo de frijol con zapatos inadecuados
2 Morelos Cuitivo de maiz con zapatos inadecuados
3 QOaxaca Carga de cajas apoyandose en abdomen
4 Veracruz Cultivo de frijol y malz sin ropa adecuada
5 Michoacan Cullivo de frilol y uso de zapatos inadecuados
6 Puebla Cultivo de malz y con zapatos inadecuados
7 Morelos Albafileria, cargar galones con hombros
8 Hidalgs Cargar sacos de frijol y malz con hombros
9 Michoacan Cargar lefia con hombros

3.3. COMPORTAMIENTO CLINICO Y TRATAMIENTO.

El comportamiento clinico del padecimiento se caracteriza por tener una
evolucion crénica. 89% de los pacientes tenian mas de seis meses con el
padecimiento cuando fueron vistos por primera vez. S¢lo 22% presentaba
actividad ctinica en el momento del estudio (Tabla 14).

La topografia mas afectada fue: exiremidades en 67% de los enfermos,
un tercio de localizacién podalica, y otro tercio en miembros superiores. Otros
sitios menos frecuentes fueron térax y abdomen. Todos los casos fueron de
localizacién unilateral. Ninguno presentd complicaciones graves.

Todos los pacientes presentaron lesiones dermatolégicas precedidas por
aumento de volumen y deformacién de la regién afectada. Los nédulos
subcutaneos aparecieron de manera simultanea y posteriormente se abrieron
en la superficie a través de fistulas. Los orificios de las fistulas presentaron un

anillo mamelonado con salida de liquido filante seropurulento. La mayoria de
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los pacientes permanecieron asintomaticos y sélo dos refirieron dolor de la
zona afectada. Los casos ya curados {78%) presentaron como lesiones
residuales cicatrices y placas fibrosas con manchas hipercrémica.

El tratamiento recibido por la mayoria de los pacientes siguid los
esquemas terapéuticos en lcs cuales se combind diaminodifeniisulfona con
trimetoprim que mostré ser efectivo en §6% de fos casos. Se observd
resistencia en 33% de los casos por lo que se les prescribio una combinacién
de trimetoprim-sulfameatoxazol con amikacina a ias dosis convencionales y sélo
dos respondieron de manera satisfactoria. Un paciente con actinomicetorna de
localizacion en abdomen (Caso 3) presentd mala respuesta a los esquemas
mencionados asi como a la combinacion de amoxicilina-acido clavulanico con
trimetoprim-sulfametoxaszol, cuando ser realizé el antibiograma se aplicd la
combinacién de amikacina con cefotaxima con la cual se obtuvo buena

respuesta.
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FIGURA 3. Actinomicetoma del térax causado por Nocardia brasiliensis.
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TABLA 14.
PACIENTES CON ACTINOMICETOMA

EVOLUCION CLINICA
No |EDAD/ | TIEMPO/ | TOPGGRAFIA MORFOLOGIA | TRATAMIENTO
ANOS |MESES

i 21 48 Pie derecho Cicatrices TMP +SMZ +AMK
2 21 96 Pie derecho Fistulas activas | TMP +SMZ +ANK
3 34 96 Abdomen Cicatrices AMK + CFT

4 22 48 Hombro Placa fibrosa TMP + SMZ +DDS
5 €0 36 Codo derecho Cicatrices TMP +SMZ +DDS
6 15 2 Pie izquierdo Fistulas activas | TMP +SMZ +DDS
7 25 24 Hombro Cicatrices TMP +SMZ +DDS
8 20 36 Térax Placa fibrosa TMP +SMZ +DDS
9 43 84 Torax Cicatrices TMP +SMZ +DDS

TMP = Trimetoprim; SMZ = Sulfametoxazol; AMK=Amikacina;
CFT =Cefataxima;DDS=Diaminodifenilsuffona.

3.4. RESULTADOS DE LAS INTRADERMORREACCIONES

Las intradermorreacciones medidas sobre dos de sus ejes fueron
positivas para nocardina y candidina en todos los pacientes en cambio para la

tuberculina 3 pacientes fueron negativos, mientras que en el grupo control

todos fueron positivos al PPD y a la candidina (Tablas 15 y 16).

Las figuras 4 y 5, son fotografias que corresponden a un paciente y a un
sujeto sano del grupo control en orden respectivo. Estas iconograficas ponen

de manifiesto las diferencias clinicas de las intardermorreacciones ante un

mismo antigeno (tuberculina).
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TABLA 15.
PACIENTES CON ACTINOMICETOMA

LECTURAS DE LAS INTRADERMORREACCIONES
No. NOCARDINA PPD CANDIDINA
1 {+) 28 x 35 mm () 7%x7 mm (+) 20 x 22 mm
2 {*} 15 x 26 mm {+) 8x7 mm (+) 25 x 35 mm
3 {+) 6 x 6 mm {-} 2x2mm {+} 40 x 40 mm
4 + 35x 28 mm (+) 4x5mm +) 23 x 27 mm
5 + 6x6mm (+) 8x6mm +) 30 x 30 mm
6 (+) 15 x 15 mm (-} ) 16 x 20 mm
7 {+) 25 x 45 mm {) +) 45 x 25 mm
8 {+) B x 10 mm (+} 8x 10 mm +) 8x 10 mm
9 {+) 15x 10 mm {+) 8x8mm (+} 15 % 40 mm
TABLA 16.
CONTROLES SANOS
LECTURAS DE LAS INTRADERMORREACCIONES
No. PPD CANDIDINA
1 (+) 20 x 20 mm {+} 10x 15 mm
2 {*) 5x5mm (+) 10 x 10 mm
3 {+) 5x5 mm {+) 7x8mm
4 {+) 7 x 10 mm () 12 x 13 mm
5 {+) 15 x 25 mm (+} 10 x 14 mm
6 (+} 10 x7 mm (+) 7x 10mm
7 ) 20 x 20 mm ) 10 x 10 mm
8 (+) 10x15mm +) 13x 12 mm

La intensidad de las intradermorreacciones para la candidina en
pacientes con actinomicetoma fue significativamente mayor que en ei grupo
control. El andlisis estadistico con {a prueba U de Mann-Whitney nos permite

apreciar esta diferencia (Gréfica 1).
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GRAFICA 1, Comparacion de la intensidad de las intradermorreacciones

con el antigeno de candidina enire pacientes y controles. La aplicacion

de candidina, mostrd una respuesta aumentada en pacientes con

actinomicetoma, comparada con la induracién obtenida en los sujetos del

grupo control.

La lectura de las intradermorreaciones a fa tuberculina, mostré notable
diferencia entre la reactividad al PPD en los pacientes con una media de 30
mm? en comparacion con los controles cuya media fue de 172 mm?, incluso

dos pacientes (casos 6 y 7) no presentaron induracion y uno fue menor de

mm? {caso 3). En los controles se presentaron dos casos en los cuales la zona
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de induracién midid 20 x 20 mm y ninguno de fos demds controles tuvo
induracién menor de 5 x 5 mm. Aungue en este caso el andlisis estadistico con
fa prueba U de Mann Whitney dio un valor para p=0.06 la diferencia clinica es

evidente entre los grupos de estudio (Grafica 2).

LECTURA DE LAS INTRADERMOREACCIONES
CON TUBERCULINA (PPD)

200
180
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80
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GRAFICA 2. En esta grafica de barras, se muestra de manera comparativa el
promedio de superficie de las intradermorreacciones a la tuberculina expresada
en mm?. La diferencia clinica de la intensidad de la respuesta es evidente entre

ambos grupos.
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Figura 5. Intradermorreaccion en un paciente con micetoma.



3.5. RESULTADOS DE LOS ENSAYOS DE PROLIFERACION

Se realizé una cinética de dosis respuesta para Nb-1 donde se
manejaron tres concentraciones diferentes para ambos grupos. Los resultados
mostraron que la respuesta es mayor para la concentracion de 1 0.0 pg/mi como

puede observarse en la gréafica 3.

PROLIFERACION CELULAR CON Nocardia brasiliensis
A DIFERENTES CONCENTRACIONES

5000

4700

s i
" -

3200 / Pt
2900 / /
2600 /*/‘ﬂ///

Z00

2300 —
2000
Nb-10.1 Nb-11.0 Nb-1 1

Concentracion Nb-1 ( ug/ml )

~PACIENTES = CONTROLES

GRAFICA 3. ilustra la curva de proliferacién celular para pacientes y controles con
diferentes concentraciones de antigeno de Nocardia {Nb-1). Ambos grupos mostraron

mayor respuesta a las concentraciones de 10 pg / mi. Una mayor respuesta fue
ohservada para ios controles sanos, pero la diferencia estadistica no fue significativa.
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Los ensayos de proliferacién celular tueron cuantificados en ambos
grupos por el nimero de cpm; 1os resultades Gnicamente mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos cuando se estimularon los
cultivos con el PPD, en cambio con los otros antigenos probados [a respuesta

no fue significativa (Grafica 4).

ESTUDIO PRELIMINAR DE LA RESPUESTA INMUNE CELUL
EN PACIENTES CON ACTINOMICETOMA

PROLIFERACION CELULAR CON PPD
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PACIENTES Y CONTROLES DEL HE CMN § XXI y CENTRO DERMATOLOGICO PASCUA

GRAFICA 4. Proliferacién celular con 10pg/mi de PPD. Se consideraron las cuentas
por minuto de la incorporacién de timidina trittada que se determinaron por
espectrofotometria de ifquido de centelleo con un cosechador y se graficaron como fa
mediana de 17 determinaciones individuales + el rango. Se aplicé la prueba estadistica
de Mann-Whitney debido at tamafio pequefio de Ja muestra estudiada.
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CAPITULO 4

4.1. DISCUSION

Entre los estudios necesarios para comprender la fisiopatogenia de
cualquier padecimiento tenemos las investigacicnes acerca del estado
inmunolégico de los pacientes (86,87).

En base a diferentes estudios tanto en animales como en humanos ha
quedado demostrado que la respuesta inmune mas importante para la
prateccion del micetoma es la respuesta inmune celular { 62, 63, 64 ).

Entre los métodos de laboratorio para la evaluacién de inmunidad ceiular
actualmente se cuenta con varas técnicas, ademas de las
intradermorreacciones. Existen otras pruebas in vifro como la de proliferacién
celular.

Una técnica de gran importancia en la actualidad es la de profiferacion
de células mononucleares de sangre periférica en la cual en pequefios pozos
se agregan células y antigenos con el fin de provocar una reaccion in vitro
controlabie y evaluable por la captacion de timidina, la prueba nos permite
apreciar de manera objetiva la velocidad de sintesis de DNA, la cual se
determina por la cuenta de centelieos por minuto que presentan las células en
una suspension. En general, ios sujetos normales muestran congruencia entre

los resultados de las pruebas cutdneas y la activacion de los linfocitos inducida
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por antigenos, sin embargo en muchas condiciones, la técnica in vitro es al
parecer, un indice mas sensible para la hipersensibilidad celular mediada por
un antigeno especifico (82).

Los resultados de pioliferacion celular en este estudio mostraron
diferencia significativa entre al grupo de pacientes y controles, siendo menor
para los pacientes que para los controles y méas notable en el caso particular
del PPD (Graficas 3 y 4).

Se ha sugerido en otros padecimientos causados por microorganismos
intracelulares como la lepra lepromatosa, que la susceptibilidad individual por la
falta de macréfagos eficientes o células T reactivas, llevan a la multiplicacion
bacilar y al progreso de la enfermedad (90), probablemente ésto tambien se
presente en los pacientes con micetoma, donde disminucion de células T
reactivas como muestran los resultados de los ensayos de proliferacion celular
{graficas 3 y 4). También puede ser que el micetoma active preferencialmente
la respuesta celutar Th2 y consecuentemente evite la activacidn de la respuesta
Th1 como ocurre en la lepra,

Se ha demostrado que la incubacién de células mononucleares de
sangre periférica de individuos sanos con M. leprae (91), o sus productos como
glucolipide fendlico-I (92), arabinomanana (93) o lepromina (94), incapacitan a
tas células T para responder anie varios estimulos, incluyendo iectinas como
concanavalina A y fitohemoglutinina. Las CMSP de pacientes con padecimiento

de larga duracién o sin tratamiento también son incapaces de proliferar in vitro
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en respuesta a Con A y ofros estimulantes incluyendo iepromina y M. feprae
(95). Suponiendo que la respuesta inmunolégica del actinomicetoma sea
semejante, los pacientes con micetoma de larga evolucion y aquellos sin
tratamiento tendrian disminucién de la respuesta inmune celular debido a que
las células T reactivas son bloqueadas por el contacto directo con N.
brasiliensis o sus productos, evitando de este maodo la activacién subsecuente
por antigenos como ocurre en la lepra. Por lo tanto se tendrian que estudiar las
caracteristicas de la pared de N. brasiliensis y sus derivados antigénicos.

En relacién a las intradermorreacciones, la lectura de las pruebas
intradérmicas para candidina, mostraron mayor reactividad en los pacientes que
en controles, ésto permite el planteamiento de dos posibilidades: La primera es
considerar que debido a que el micetoma es un proceso cronico infeccioso en
el que se usa antibidticos por largos periodos de tiempo se favorece la
presencia de cuadros infecciosos subclinicos por Candida spp ya que se ha
demostrado que los antibitticos de amplio espectro pueden eliminar los bacilos
gramnegativos y [os anaerobios de la biota intestinal y se asocian con
infecciones por Candida spp (84 ).

Otra posibilidad podria ser que Candida spp Y Nocardia compartan
antigenos, y no sean los antibioticos la Gnica explicacidn de este fendmeno, ya
que en un estudio similar los pacientes también recibieron antibidticos y s6lo un
tercio del total fueron positivos a la candidina, en el resto la respuesta fue

negativa (82), cabe mencionar que en esos pacientes los agentes causales
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eran distintog a N. brasiliensis, no sabemos coma hubiera sido ia respuesta a fa
candidina si hubieran side causados por N. brasiliensis, pero en el supuesto
que compartiese antigenos con Candida spp entonces también se esperarian
resultados semejantes a los obtenidos en nuestro estudio.

Estudios sobre factores de virulencia de Candida spp han demostrado
gue puede presentar cambios de fenolipo y antigenicidad con la radiacion
ultravioleta {85), seria interesante estudiar si estos cambios anfigénicos le
permiten compatir fracciones semejantes a las de Nocardia y estimular
reacciones cruzadas.

Las intradermorreacciones con tuberculina fueron positivas en mayor
nimero de individuos sanos {8) que en los pacientes (5). Fueron mas intensas
en el grupo control que en el de pacientes y ain cuando por el tamaiic de fa
muestra no parezcan estadisticamente significativas, existen diferencias de
expresividad clinica en fa inmunidad. La calidad de [a respuesta inmune fue tan
diferente en Ios sujetos sanos en comparacién con los pacientes, que seria
interesante conocer si fa diferencia de calidad de respuesta es debida a la
cantidad de antigenos circulantes liberados por Nocardia como se ha
demostrado en otras infecciones experimentales por otros microorganismos
intracelulares como nocardiosis 0 causadas por M. jeprae (87,88).

Es impoitante recordar que la reaccion inmunitaria celular depende de
una red de interaccién entre las células participantes a través de las

substancias conocidas como citocinas. Las citocinas son productos derivados
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de los linfocitos T, entre éstas, el Interferdn gamrﬁMe la capacidad de
activar macréfagos, las bacterias intracelulares como N. brasiliensis solo
pueden ser eliminadas cuando son fagocitadas por mécrofagos activados o por
la lisis de las células infectadas por linfocitos T citotéxicos (CD8+).

Como resultado de Ia estimulacion con antigenos bacterianos, fas células
THO se activan y pueden diferenciarse en uno o dos tipos auxiliares de células
CD4+ (Th1 y Th2). Las células CD4 Th1 producen intefleucina-2 (IL-2),
interferén gamma (INF-y) y factor de necrosis tumoral aifa {FNT-a). El interferdn
gamma activa los macréfagos para que destruyan fas bacteria fagocitadas, si
se aplican inhibidores de interferén o de factor de necrosis tumoral el resultado
de las infecciones es peor. Por otra parte cuando una bacteria intracelular
sobrevive dentro de la célula fibera sus antigenos al citoplasma, y estimula a los
linfocitos T citotoxicos. Los linfocitos citotdxicos producen también interferon
gamma y son capaces de lisar la células infectadas. Es importante determinar
la presencia de interferén gamma en el sobrenadante que se obtiene de los
cultivos celulares porque en caso que existiera un déficit de intertferén gamma,
ésto significaria la expresion de una inmunidad débil. Las diferencias
individuales en el patrén de respuesta inmunitaria frente a microorganismos
intracelulares condicionan la progresion de la enfermedad y su resultado clinico
(85). En caso de que asi fuera la aplicacién intradérmica de interferén gamma
en las lesiones rebeldes al tratamiento terapéutico quizas podrian mejorar como

en los casos de lepra lepromatosa.
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Los resuitados de los estudios de inmunidad celular en pacientes con
actinomiceloma son pocos y contradictorios. Algunas de esas investigaciones
no encontraron alteraciones de la respuesta celular {64, 74, 75), mientras gue
en otros !a evalyacién por medio de intradermorreaciones y la estimulacién de
la proliferacién selular con PHA, mostré en algunos individuos defecto en la
respuesta mediada por células T; siendo mayor en esios pacientes la extension

de las lesiones o la falta de respuesta al tfratamientc {64).
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4.2 CONCLUSIONES

El andlisis de los resultados en este estudio preliminar, permiten supones
que existen alteraciones de la inmunidad celular en pacientes con
actinomicetoma por N. brasiliensis ya que se presentaron diferencias clinicas
en la intensidad de las intradermorreacciones entre ambos grupos con un
menor nimero de pacientes positivos a la tuberculina en comparacitn & los
controles sanos ¥y una menor intensidad de la respuesta a Ia
intradermorreaccién con tuberculina en los pacientes, ésto fue congruente

con lo que se observd en los ensayos de proliferacién celular con PPD.

Los mejores resultados de estimulacion celular en los ensayos de
proliferacion tanto para pacientes como para el grupo contro! en las que se
utilizé la fraccién de antigeno de Nocardia Nb-i se obtuvieron a la
concentracion de 10 ug / ml. Por lo tanto en los futuros ensayos se debera

trabajar con esta concentracion.

Los resuitados aqui obtenidos demuestran la importancia de estudiar con
mayor profundidad la respuesta inmune, valorando ademas de lo aqui
estudiado otros indicadores como son interleucinas, cuantificacién de CD4+

y CD8+, gammainterferdn, y factor de necrosis tumoral entre los mas
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importantes. Otro aspecto interesante en ese trabajo serd incluir grupos de

pacientes con reicetoma sin tratamiento, con tratamiento v curados.
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ANEXOC No.1
HOJA DE REGISTRC DE PACIEMTES

Nombre

Edad

L.ugar de origen

Ocupacion

Cultivo

Histopatologia

Evolucién y duracion de la enfermedad:

Tratamiento recibido y duracién del mismo:

Otros padecimientos cronicos y tratamientos:
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ANEXO No. 2

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFOCRMADO

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de
Investigacion titulado “Estudio preliminar de la respuesta inmune celular en
pacientes con actinomicetoma”. Regisirade arte el Comité Local de
Investigacion del HE CMN 8. XXi con el Mo, 193/97.

El objetivo es conocer cdmo se encuentra mi respuesta inmune celutar.
De acuerdo a lo que se me ha explicado mi participacién consistira en un
examen médico, donar 25 ml de sangre venosa obtenida por venopuncion y la
aplicacién de tres antigenos por via intradérmica a dosis de 0.1 mf cada uno.
Los antigenos seran: 1)Nocardina, 2) PPD y 3) Candidina. La lectura se hara a
las 24 y 48 h. Ademas se tomaran fotografias clinicas en caso de ser
necesario.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos,
inconvenientes, molestias y beneficios derivados de mi participacion en este
estudio que son los siguientes:

De ia venopuncion leve dolor urente local o formacion de algin pequefio
hematoma.

De las intradermorreacciones prurito localizado, induracion local y rara
vez febricula.

El beneficio que me traerd es una evaluacion de mi inmunidad celular.
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El investigador principal se ha comprometido ha darme informacion
oportuna sobre cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser
ventajoso para mi tratamiento, asi como responder cualquier pregunta y aclarar
cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se [levaron a
cabo, los riesgos, beneficios o cualquier ofro asunto relacionado con la
investigacion o con mi tratamiento. Entendiendo que conserve el derecho de
retirarme del estudio en cualguier momento en que lo considere conveniente,
sin que ello afecte la atencion médica que recibo del Instituto.

El investigador principal me ha dado seguridades de que no se me
identificard en las presentaciones y publicaciones que deriven de este estudio y
de que los datos relacionados con mi privacidad serdn manejados en forma
confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la infarmacién
aciualizada que se obtenga durante et estudio, aunque ésta pudiera hacerme

cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Nombre v firma del paciente:

Nombre, matricula y firma del investigador principal:

Testigo

Testigo
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