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INTRODUCCION

laborar un manual integral de diagndstico microbiolégico como parte de una

actividad de investigacion implica entre otros aspectos el seguir reforzando

la formacion académica tanto del alumno de QFB, como de todos aquellos
que estan interesados en el area de Microbiologia Médica. Esta actividad de
investigacion es muy importante, ya que nos permite ampliar y profundizar
nuestros conocimientos, sapiencias que nos seran utiles en la vida laboral, porque
parte del desempefio y de las actividades del QFB clinico egresado de la FES
Zaragoza, se basan en realizar analisis microbiolégicos, en especial para la
busqueda e identificacion de bacterias o algun otro tipo de microorganismo que
afecte la salud del paciente. De esta manera, como profesionales de la salud,
seremos capaces de identificar de manera eficaz al patégeno en cuestion,
contribuyendo a la emision de un diagnostico que pueda explicar la sintomatologia
ocasionada por tal agente causal, y tan pronto como sea posible se aplicara el
tratamiento adecuado para la total recuperacion del paciente.

La bacteria estudiada en este manual integral de diagndstico microbiologico es
Francisella tularensis, considerada como un patégeno Gram negativo para una
amplia variedad de animales y que de manera ocasional puede llegar a afectar al
ser humano causandole linfadenopatias e infeccion sistémica. Este
microorganismo se le puede encontrar principalmente a lo largo del hemisferio
norte, en lugares endémicos que abarcan Eurasia y América del Norte, siendo
México uno de los paises donde no es comun aislar a esta bacteria, hasta donde
se sabe y se tiene investigado. Sin embargo, gente de todas las regiones del
mundo incluyendo a los mexicanos, pueden viajar (bajo cualquier circunstancia) a
estos paises sin tomar en cuenta ciertas consideraciones sobre esta bacteria y de
las debidas precauciones al encontrarse en estos lugares, por lo tanto aunque no
sea comun encontrar enfermedades ocasionadas por F. tularensis en México,
debemos conocerla, principalmente porque se trata de una enfermedad endémica
de Estados Unidos, nuestro pais vecino del norte.

Existe buena informacién acerca de esta bacteria y de la enfermedad que causa,
pero hace falta profundizar y ampliar lo que se tiene escrito para poder
comprenderla aun mas. Debido a ello, se ha elaborado un manual que se
caracteriza por ser unico en su tipo, por que describe a F. tularensis en su
totalidad; integrando los aspectos necesarios para su identificacion, desde la
ubicacion de los reservorios naturales hasta la parte genética de la bacteria,
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requiriendo gran parte de los conocimientos adquiridos a lo largo de la carrera y en
particular los obtenidos en los semestres de orientaciéon Bioquimica Clinica. La
integracion de toda la informacion no fue facil, pero se logré dar una secuencia
l6gica a la redaccion para hacerlo comprensible a todo estudiante de esta carrera
y a quienes estén interesados.

Introduccion -
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MARCO TEORICO

urante la evaluacion de posibles brotes de peste bubodnica después del

terremoto que devasto la ciudad de San Francisco California en 1906,

McCoy Directora del Servicio de Salud Publica de los Estados Unidos,
describid en 1911 una enfermedad similar a la peste observada en la ardilla
terrestre californiana. Al afo siguiente en colaboracion con Chapin, aislaron el
microorganismo causante de esta enfermedad tipo peste y lo llamaron Bacterium
tularense (B. tularense), debido a que los trabajos de investigacion se llevaron a
cabo en el condado de Tulare, California. Afios después, en 1919, el Dr. Edward
Francis, fue enviado como oficial de Salud Publica de Washington DC al estado de
Utah, para investigar la enfermedad humana denominada “fiebre por picadura de
tabano de los ciervos”, sus diversas investigaciones lo llevaron a concluir que el
agente etioldgico de este padecimiento era el B. tularense. De esta forma, el Dr.
Edward Francis establecié una conexion entre la “fiebre por picadura de tabano de
los ciervos” y la “enfermedad similar a la peste” descrita anteriormente por McCoy.
Francis acuid el término “tularemia” para indicar que en el ser humano el B.
tularense puede invadir la sangre y causar infeccion generalizada. Estudié al
agente causal, investigo las formas de transmision, identificd los reservorios de
infeccion, desarrollé métodos de diagndstico basados en el cultivo y la serologia,
describié con mayor claridad los sindromes clinicos asociados con la tularemia, y
senalé casos humanos de tularemia adquirida en el laboratorio. Por sus trabajos
pioneros en el estudio de esta enfermedad, el Dr. Edward Francis recibié el
Premio Nobel de Ciencias en 1959 y el microorganismo B. tularense fue
rebautizado como Francisella tularensis en su honor. "% * >

Taxonomia

El género Francisella fue aceptado como uno nuevo a mediados de la década de
1960 y los métodos taxonémicos modernos han asignado al género Francisella a
la clase de Gamma-proteobacterias, orden Thiotrichales y como unico género de
la familia Francisellaceae. El género Francisella se compone de dos especies: F.
tularensis y F. philomiragia, la especie F. tularensis es altamente virulenta para los
seres humanos y para una amplia variedad de animales. Existen cuatro
subespecies: F. tularensis tularensis, F. tularensis holarctica, F. tularensis
mediasiatica y F. tularensis novicida. La subespecie tularensis es la mas virulenta
de este grupo y la mas patdgena en el ser humano. F. philomiragia se conocia
antiguamente con el nombre de Yersinia philomiragia, clasificada erroneamente
junto con las yersinias. La reclasificacion de este microorganismo se debié a que

Marco Teorico n
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comparte el perfil de acidos grasos singular de las especies de Francisella. Se le
considera como un microorganismo de baja virulencia. '8 1012 13.14.17

Caracterizacion

Los microorganismos que pertenecen al género Francisella son cocobacilos o
bacilos Gram negativos de tincién débil que en su mayoria se ven como células
Unicas o masas Gram negativas amorfas sin formas celulares separadas. '’

F. tularensis es un cocobacilo muy
pequeno, se tine en forma débil como
se muestra en la figura 1 y mide de
0.2 por 0.2 a 0.7 ym. En cultivos
jévenes, su morfologia muestra una
configuracion uniforme de bacilos, en
la que generalmente tienden a
presentar una tincidén bipolar con las
técnicas de Gram o de Giemsa; este
patron tintoral acentua el aspecto
cocoide de los microorganismos;
pero en cultivos mas viejos es
relativamente pleomorfico. ' 120 21

Figura 1. Microfotografia de Francisella F. tularensis no es capaz de formar
tularensis, tincion con safranina, esporas en condiciones nutritivas
imagen a 1000X. 22
adversas y no posee flagelos.

A través de la microscopia electronica se demuestra la existencia de un material
extracelular que se observa in vivo en microorganismos virulentos, pero que se
pierde facilimente cuando es cultivado, in vitro. %

La pared celular de F. tularensis estda compuesta por una doble capa rodeada de
una capa externa. Como otras bacterias Gram negativas, la pared celular de F.

tularensis contiene lipopolisacarido (LPS), pero tiene poca actividad endotéxica. >
15

Micrografias electrénicas han demostrado la presencia de pili en la superficie de F.
tularensis. *°

Una caracteristica del desarrollo de F. tularensis es su requerimiento de cisteina,
no obstante, algunas cepas como lo son F. tularensis novicida y F. philomiragia no
requieren necesariamente la presencia de cisteina o un medio de cultivo
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enriquecido. La multiplicacion es mas rapida a 37°C, y aunque es un anaerobio
facultativo, F. tularensis puede aislarse mejor bajo condiciones aerobias con un pH
éptimo de 6.9. &2

F. tularensis es débilmente catalasa-positivo, produce acido sulfhidrico en los
medios con cisteina, pocos hidratos de carbono son degradados de forma lenta,
con la produccion de acido pero no de gas. Los microorganismos son oxidasa y
ureasa negativos, generalmente no producen H,S sobre agar de hierro azucar
triple (TSI) y no reducen los nitratos. 911,22

Importancia clinica

F. tularensis es el agente causante de la tularemia (conocida también como fiebre
de los conejos o fiebre de la mosca del ciervo) y es considerada como una
bacteria altamente virulenta para los seres humanos. Las subespecies tularensis y
holarctica son las cepas mas importantes de esta especie; siendo la subespecie
tularensis la mas virulenta y la mas patdégena en el ser humano. Mientras que F.
philomiragia se ha catalogado como un microorganismo de baja virulencia,
causando infecciones ocasionales en el ser humano. 14 1% 18

Es notable la propension de F. tularensis para provocar infeccién principalmente a
través de la piel o las mucosas, con la marcada tendencia de este microorganismo
a acumularse en el tejido linfoide, causando en el huésped linfadenopatias. * 2

Puede llegar a ser una enfermedad sistémica, porque existe la posibilidad de que
los microorganismos puedan viajar por via linfohematdégena para afectar diversos
tejidos y 6rganos, como los pulmones, el higado, el bazo, los rifiones, el tracto
gastrointestinal, el sistema nervioso central y los musculos esqueléticos. * 3% 33

Estructura antigénica

Las respuestas inmunes del huésped se dirigen en contra de diversos antigenos
de la pared celular como; 1%

1) Proteinas de la membrana externa (OM). Los miembros del género Brucella
y Yersinia comparten un antigeno proteico comun con F. tularensis.

2) Se ha demostrado que en los seres humanos la respuesta de anticuerpos
predominante es a lipopolisacaridos (LPS).

En comparacién con el LPS de otras bacterias Gram negativas, el LPS de F.
tularensis tiene un numero de caracteristicas estructurales unicas que le confiere

propiedades bioldgicas inusuales. 2*
Marco Tedrico “
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Patogenicidad y virulencia

La virulencia de F. tularensis se puede deber a su capacidad de proliferar en gran
numero dentro de varios tejidos y 6érganos del huésped, alterando de esta manera
sus funciones normales y provocando la induccién de una respuesta inflamatoria
significativa en el huésped que parece contribuir con la enfermedad. 10

La virulencia radica en que F. tularensis es un patogeno intracelular facultativo “un
microorganismo protegido”, como se muestra en la figura 2, capaz de
desarrollarse en el interior de varios tipos de células distintos, tales como:
macrofagos, monocitos, hepatocitos, células endoteliales, epiteliales (pulmon),
dendriticas, neutréfilos PMN y en amebas de vida libre, mostrando un ciclo de la
enfermedad dentro de éstas células, que puede diferir poco entre especies y
subespecies. 134 3% 36.37

Por otra parte, es posible describir
algunas estructuras de la pared celular
de F. tularensis como el LPS, los pilis y
la capsula que tienen un rol importante
en la patogenicidad. "°

El LPS se somete a una variacién de
fase, es decir, presenta diferencias
antigénicas (a nivel del antigeno O) y
funcionales (a nivel del lipido A) que
altera la capacidad del microorganismo
de inducir la produccion de o6xido nitrico

(NO) por los macréfagos. "* Figura 2. Francisella tularensis (color verde)
creciendo dentro de un macréfago
Se ha sugerido que los pilis participen de ratén. %

en la secrecidon de proteinas, en la
adhesion a diversos tipos de célula huésped y para favorecer el crecimiento
intracelular. %

La capsula protege a F. tularensis de la muerte mediada por el complemento
durante la fase bacteremica de la enfermedad.

Como se menciond, F. tularensis puede invadir y multiplicarse en una gama de
tipos de células, pero su objetivo principal in vivo parece ser el macréfago. °

F. tularensis entra en los macréfagos por medio de la fagocitosis. Después de la
penetracion en las células huésped, F. tularensis es capaz de alterar los procesos

Marco Teorico n
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bactericidas normales, ya que evita el estallido oxidativo, incluso inhibe la unién
entre fagosomas y lisosomas. & ¢

Las bacterias viven dentro de los macrofagos en un fagosoma que no se fusiona
con los lisosomas. Finalmente, cuando la membrana fagosomal se degrada, las
bacterias escapan y se multiplican a altos niveles en el citoplasma, posteriormente
se ha informado que las bacterias parecen entrar nuevamente en la via endocitica
para residir en grandes vacuolas que contienen F. tularensis (FCV). Estas FCV
albergan grupos de células bacterianas, permitiéndoles el acceso a nutrientes
esenciales. Después de la multiplicacion dentro del macréfago, F. tularensis
induce la muerte celular por apoptosis, esto libera las bacterias de la célula, lo que
permite la infeccidon de células nuevas. Este ciclo de replicacién intracelular de F.
tularensis se ilustra en la figura 3. * %%

Francisella tularensis

Fagocitosis

Reinfeccién

Escape del
Fagosoma

de FCV

Multiplicacién
en el Citoplasma

Figura 3. Proceso llevado a cabo cuando Francisella tularensis es fagocitada. **

Marco Teorico
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El ciclo de vida intracelular de F. tularensis es complejo, y los genes que participan
en todas las etapas aun no se han dilucidado, no obstante, se han identificado los
genes responsables de algunos de los mecanismos de virulencia, organizados en
un islote de patogenicidad de Francisella (FPIl). Para escapar del fagosoma e
inducir su replicacion en el citoplasma de la célula huésped, F. tularensis depende
totalmente de los genes presentes en el FPI. Diversos estudios genéticos han
comprobado que las subespecies tularensis, holarctica y mediasiatica poseen dos
copias del FPI, mientras que F. tularensis novicida y F. philomiragia contienen una
sola copia. 043¢

Las funciones de las proteinas codificadas por el FPI son actualmente el foco de
mucha investigacion. '

Manifestaciones clinicas

La tularemia por lo general se transmite a los humanos por picaduras de
artrépodos (garrapatas, mosquitos y tabanos) que previamente se han alimentado
de un animal infectado, por contacto directo con animales infectados ya sea por la
manipulacion de tejidos o fluidos, por la ingestion de agua o alimentos
contaminados con bacterias, o por la inhalacion de aerosoles infecciosos. !

Los microorganismos desde el sitio de infeccion, son transportados por los vasos
linfaticos hasta los ganglios linfaticos regionales, éstos se agrandan, pueden
supurar y necrosarse. Si las bacterias acceden al torrente sanguineo puede
producirse una propagacion diseminada a diferentes tejidos y érganos causando
signos y sintomas sistémicos (shock séptico). 8

El periodo medio de la incubacidon de la tularemia es de 3 a 5 dias, pero puede
variar de 1 hasta 21 dias. La aparicién de la enfermedad es abrupta, incluyendo el
rapido desarrollo de fiebre (mayor de 38°C), escalofrios, cefalalgias, mialgias y
artralgias generalizadas. Este cuadro clinico es el mismo para las subespecies
tularensis y holarctica. ® '°

Las manifestaciones clinicas de la tularemia pueden explicarse de acuerdo a cada
especie de Francisella y subespecie de F. tularensis: 19

e Francisella tularensis tularensis

La subespecie tularensis puede provocar manifestaciones clinicas graves y
mortalidad significativa sin tratar, en ocasiones, puede conducir a rabdomidlisis
(descomposicién del tejido muscular) y shock séptico. Su cuadro clinico se
caracteriza por fiebre alta, acompanada por debilidad progresiva, malestar
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general, anorexia y pérdida de peso. También existen sintomas respiratorios y
gastrointestinales. '°

¢ Francisella tularensis holarctica

Es practicamente no letal en los seres humanos, incluso cuando no se ha
insertado el tratamiento apropiado. El cuadro clinico se caracteriza por fiebre,
acompanado de sintomas focales y en general sus sintomas son mas suaves que
la tularemia ocasionada por la subespecie tularensis. 19

e Francisella tularensis mediasiatica

En raras ocasiones se ha informado como una causa de la enfermedad humana.
Los estudios experimentales indican que tiene una virulencia moderada
comparable con F. tularensis holarctica. '°

e Francisella tularensis novicida

F. tularensis novicida muestra baja virulencia en modelos experimentales,
ocasionalmente, puede causar enfermedad en individuos inmunocomprometidos y
en individuos que estuvieron a punto de ahogarse. 19

e Francisella philomiragia

Esta especie es de baja virulencia y de vez en cuando causa enfermedad en
pacientes con trastornos inmunoldgicos. En estos individuos, F. philomiragia
puede causar neumonia o fiebre con o sin manifestaciones en 6rganos, como
meningitis o peritonitis. '* 1°

No obstante, las manifestaciones clinicas de la tularemia también pueden
explicarse de acuerdo a la via de adquisicién como se muestra en el cuadro 1. °

Esta clasificacion relativamente artificial se basa exclusivamente en las
manifestaciones clinicas predominantes cominmente observadas. '

Diagnostico microbiologico

El diagndstico de tularemia es dificil, depende del grado de sospecha clinica y de
un historial que confirme una posible exposicién. Los resultados de los estudios de
laboratorio de rutina son inespecificos, el microorganismo causal rara vez es
identificable en los extendidos tefidos con la técnica de Gram y no se desarrolla
en los medios de cultivo convencionales. '

Marco Teorico n
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Sin embargo, existen algunos métodos de diagndstico rapido promisorios que
comprenden la tincién directa con anticuerpos fluorescentes (DFA) de extendidos
y muestras tisulares, la deteccion de antigenos en la orina y la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). No obstante, la confirmacion del diagnéstico de tularemia
generalmente se establece mediante estudios seroldgicos. "%

F. tularensis representa un riesgo potencial para el personal del laboratorio, por lo
tanto toda sospecha de tularemia debe ser comunicada debidamente al laboratorio
microbiolégico.

a) Muestras adecuadas

La eleccion de las muestras para las pruebas de diagndstico puede depender de
la forma de la enfermedad clinica de la tularemia ya mencionadas: glandular,
ulceroglandular, oculoglandular, orofaringea, digestiva, pulmonar y tifoidea, como
se muestra en el cuadro 2. ©°

Cuadro 1. Formas clinicas de la tularemia. & > %
Forma Ruta de adquisicién Caracteristicas
Transmisidon  vectorial y | Ulceroglandular: ulceras en
contacto directo (por tocar el lugar de exposicién y
Ulceroglandulary | animales infectados o adenopatias en ganglios
glandular material contaminado con linfaticos
F. tularensis) Glandular: adenopatia, pero
no ulcera

Al tocar el ojo con un dedo,

Oculoglandular posiblemente contaminado Afectacion ocular
por la exposicion al polvo
que contiene F. tularensis

Orofaringea y Ingestion de agua o Afectacion orofaringea y
digestiva alimentos contaminados digestiva
Inhalacion de polvo
Respiratoria contaminado o] por Afectacion pulmonar
adquisicién en el laboratorio
Sin definirse | Signos sistémicos, pero sin
Tifoidea (probablemente  oral o adenopatias, ni ulceras

respiratoria)
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Cuadro 2. Eleccion de las muestras para pruebas de diagndéstico

dependiendo de la enfermedad clinica de la tularemia. *°

Muestra Forma clinica de la tularemia
Sangre Todas
Suero Todas

Secreciones respiratorias: hisopados
faringeos, lavados o aspirados

bronquiales/traqueales, esputo, o Orofaringea, pulmonar y tifoidea
acumulacion de liquido pleural
Hisopos Ulceroglandular y oculoglandular
Aspirados Glandular, ulceroglandular y orofaringea
Biopsias de tejido Glandular, ulceroglandular y orofaringea

b) Recoleccion, transporte y conservacion de muestras

Asegurar que se recojan volumenes adecuados (dependiendo del tipo de muestra)
para evitar falsos negativos debido a un volumen de muestra insuficiente. Las
muestras deben ser etiquetadas claramente con el nombre y apellidos del
paciente, numero de identificacion, origen, lugar, fecha, hora de la recoleccion y
las iniciales del colector. Para reducir al minimo la pérdida de viabilidad, las
muestras deben ser entregadas al laboratorio dentro de las primeras 24 horas,
preferiblemente dentro de 2 horas, ya que en caso de transporte prolongado (> a
24 horas), la supervivencia de F. tularensis es incierta. *°

Después de su recoleccion, las muestras deben conservarse a una temperatura
de 10°C o menos si el procesamiento se retrasa, para evitar el crecimiento
excesivo de la microbiota normal. %°

c) Examen directo

Las técnicas de tincién con anticuerpos fluorescentes son las mejores para la
identificacion rapida, especifica y segura de F. tularensis, en exudados,
impresiones de tejidos y cortes tisulares, como se observa en la figura 4. 2% 2148
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Por otra parte, la deteccion de F. tularensis de material clinico utilizando la tincion
de Gram, es casi siempre negativa, ya que el microorganismo es muy pequeno y
se tifie débilmente, como se observa en figura 5. ' 28

Figura 4. Francisella tularensis con
anticuerpos fluorescentes. *°

Figura 5. Tincién de Gram de
Francisella tularensis aislada en
cultivo. *

d) Cultivo y aislamiento

El cultivo de F. tularensis no es recomendable, debido a que puede penetrar a
través de la piel intacta, de las superficies mucosas y también existe un elevado
riesgo de infeccion por inhalacion, por lo tanto los laboratorios deben tomar
precauciones al cultivar las muestras para evitar posibles contagios. Todos los
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cultivos deben manejarse con
guantes, usando mascarilla de
seguridad 'y procesandose en
- - 16, 28, 33, 48
campanas de flujo laminar.

Uno de los medios mas
recomendados para el aislamiento de
F. tularensis, es el agar corazén
cisteina con 9% sangre de oveja
chocolate (CHAB). El medio CHAB
proporciona la identificacion
presuntiva de F. tularensis, debido a
que muestra un desarrollo
caracteristico en este medio:
colonias blanco-verdosas de 2 a 4
Figura 6. Francisella tularensis en el medio mm de diametro, con un brillo
CHAB. * opalescente de 24 a 48 horas
después de su cultivo, como se
muestra en la figura 6, y después de 48 horas las colonias son densas de una
consistencia butirosa. El medio CHAB suplementado con antibidticos (CHAB-A)
mejora de manera significativa la tasa de recuperacion a partir de materiales que
puedan estar contaminados con otros microorganismos. *°

La multiplicacion de F. tularensis es mas rapida a 37°C, pero puede desarrollarse
en un intervalo de temperaturas que oscilan entre 24 y 39°C. Aunque es un
anaerobio facultativo, puede aislarse mejor bajo condiciones aerobias, con un pH
éptimo de 6.9 y adicionandole suplementos de CO,. ">

Los cultivos de F. tularensis pueden ser peligrosos para el personal de laboratorio,
por lo cual el diagndstico se determina casi siempre por serologia. >

e) ldentificacion

Cuando un aislamiento en un medio de cultivo ha sido confirmado como F.
tularensis, se pueden utilizar una serie de pruebas complementarias para realizar
una identificacion mas precisa de subespecies. Aunque no es necesario confirmar
las subespecies para el diagnéstico de la tularemia, si lo es para fines de
investigacion epidemiolégica. *°

A continuacion se expone una marcha diagnéstica para la identificacion de

Francisella. "°
Marco Teorico
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Diagrama 1. Marcha diagnéstica para la identificacion de Francisella tularensis. *°

Diagnéstico de tularemia:
sospecha clinica, posible
exposicion

Muestras de: suero,
secreciones respiratorias,
aspirados, etc.

Cultivo en: agar chocolate,
agar Thayer-Martin y CHAB
por 1 a 4 dias a 37°C

DFA, Antigeno urinario, PCR
y Serologia

No hay
aislamiento

Continuar
incubacion hasta
3 semanas

Poco aislamiento
con microbiota o
contaminacion

Aislamiento:
identificacion con
DFA y Gram

Utilizar medios
con antibioticos:

PCR:

identificacién de las cepas
subespecies poseen (3-
lactamasas
Y, J
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f) Caracterizacion bioquimica

F. tularensis es inerte bioquimicamente, utiliza pocos azucares y los degrada de
forma lenta, con la produccion de acido pero no de gas. No reduce el nitrato, es
oxidasa y ureasa negativo, habitualmente no produce H,S sobre agar de hierro
azucar triple (TSI) y es débilmente catalasa-positivo. > ' 1°

Algunas diferencias en la reactividad bioquimica entre especies y subespecies se
explican en el cuadro 3. La prueba de oxidasa se puede utilizar para diferenciar
entre F. tularensis y F. philomiragia. '°

Debe tomarse en cuenta que la caracterizacion bioquimica no es necesaria ni se
recomienda para la identificacion.

Cuadro 3. Caracteristicas bioquimicas de las especies y subespecies del

género Francisella. 2%

Caracteristicas Subespecies de F. tularensis F.
philomiragia

tularensis | holarctica | mediasiatica | novicida

Requerimientos
de cisteina - - + - -

Formacioéon de
acido a partir
de:

Q

D-glucosa + + - +

+

Maltosa + + - -

+ |+

Sacarosa - - -

+
Glicerol + - + +

Reduccién del - - - - _
nitrato

Oxidasa® - - - - +

Ureasa - - - - -

Produccion de + - - - +d
H»S en agar TSI

& Utilizando la prueba de Kovacs, negativa con la prueba de la
citocromooxidasa; +%, débilmente positivo.

Epidemiologia

Las bacterias del género Francisella tienen una amplia distribucion en reservorios
animales y medios acuaticos. Las cepas F. tularensis holarctica, F. tularensis
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novicida y F. philomiragia, han demostrado tener una conexion con el agua,
debido a que estos microorganismos se han asociado con amebas de vida libre, y
por lo tanto se ha sugerido que estas amebas pueden jugar un papel muy
importante como anfitriones en los ciclos acuaticos. > 1718

F. tularensis es capaz de infectar naturalmente a cientos de vertebrados e
invertebrados distintos. Entre estos animales estan los lagomorfos (liebres vy
conejos), ademas de diversos roedores como ardillas, ratas almizcleras vy
castores. Otros animales susceptibles incluyen a los ciervos e inclusive a los
animales domeésticos como los gatos y los perros. También es probable que
muchas especies de aves se infecten naturalmente, igualmente, algunas especies
de anfibios, peces, reptiles y crustaceos. " 3

F. tularensis ha sido recuperada en mas de 54 especies de artrépodos, de las
cuales se conocen como minimo 13 especies de garrapatas infectadas
naturalmente, ademas de otros artrépodos que succionan sangre, entre ellos
tabanos, mosquitos, acaros, jejenes y ocasionalmente pulgas y piojos. "%

F. philomiragia so6lo se ha encontrado en ratas almizcleras, en peces y en agua de
pozo, aunque su aislamiento es infrecuente. ™ ®

La tularemia se ha informado en muchos paises del hemisferio norte, como
Estados Unidos, Japon, China y Europa Central; también se han producido
epidemias extensas en Rusia, pero hasta ahora no del hemisferio sur. La tularemia
no se encuentra en las Islas Britanicas, Africa, Sudamérica o Australia. '> 43

En el ano 2006 se reconocieron 100 casos en Estados Unidos, mientras que unos
pocos casos se han registrado en México, uno de ellos corresponde al aislamiento
de F. philomiragia en el golfo de México. No obstante, es probable que el numero
real de infecciones sea mucho mas elevado, ya que en muchos casos no existe
sospecha de tularemia y se trata de un agente de dificil confirmaciéon mediante
pruebas de laboratorio. '* 1% 18

Tratamiento, prevencién y control

A causa de sus propiedades bactericidas, la estreptomicina (alternativamente la
gentamicina) es el farmaco de eleccién en el tratamiento de la tularemia. El
cloranfenicol y las tetraciclinas, bacteriostaticos, son también efectivos, pero suele
haber recaidas cuando se interrumpe prematuramente el tratamiento. 21

El ser humano adquiere la tularemia del manejo de conejos o ratas almizcleras
infectadas, o mordeduras de una garrapata o una mosca del ciervo infectada. Con
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menor frecuencia, la fuente es el agua o el alimento contaminado o el contacto con
un perro o un gato que ha atrapado a un animal silvestre infectado. La infeccion en
los animales no se puede controlar y los focos naturales de la enfermedad
parecen ser estables y es poco probable que sean erradicados. El evitar el
contacto es clave para la prevencion. Las personas con riesgo muy elevado, sobre
todo el personal de investigacién en laboratorios, se puede inmunizar mediante la
administracion de una cepa de F. tularensis viva atenuada. """ 2
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Francisella tularensis es causante de la tularemia en los seres humanos y su
sintomatologia se puede confundir con una serie de enfermedades, entre ellas
estan una amplia variedad de condiciones que se presentan con fiebre vy
agrandamiento de los ganglios linfaticos (brucelosis, peste bubodnica,
pasteurelosis, rickettsiosis, entre otras) por lo que es necesario establecer un
protocolo de diagndstico microbiologico sobre esta bacteria y poder diferenciarla
de otros padecimientos. Debido a ello se propone elaborar un Manual Integral de
Diagnostico Microbiolégico de Francisella tularensis que sirva de apoyo y de
referencia para todo QFB del area Bioquimica Clinica en el mddulo de
Microbiologia Médica, ademas para quienes estén interesados en saber sobre
esta bacteria, con la finalidad de obtener un diagndstico acertado cuando un
paciente tenga o no la tularemia, y poder establecer el tratamiento mas adecuado
para recuperar su salud.

Planteamiento del Problema
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HIPOTESIS

Mediante la realizacion del Manual Integral de Diagnostico Microbiolégico de
Francisella tularensis, con un formato unico en redaccion, imagenes, estructura y
disefio, los resultados seran favorables y la validacion de este manual se espera
en una aceptacion mayor al 80% por parte de los alumnos, lo cual nos indicaria la
utilidad de este manual en el modulo de Microbiologia Médica del area Bioquimica
Clinica de la carrera de QFB y areas afines.

Hipotesis
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OBJETIVOS

M Elaborar un Manual Integral de Diagnostico Microbiolégico de Francisella
tularensis, que sirva de apoyo a la asignatura de Microbiologia Médica de
9° semestre del area de Bioquimica Clinica y que fortalezca la formacion
académica.

B Validar el Manual Integral de Diagndstico Microbiologico, por alumnos de 9°
semestre del modulo de Microbiologia Médica del area de Bioquimica
Clinica de la carrera de QFB en la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza.

Objetivos
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MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio: Bibliografico Monografico.

Poblacién de estudio:

La poblacion de estudio seran los alumnos que cursan el médulo de Microbiologia
Médica de 9° semestre del area de Bioquimica Clinica de la carrera de QFB de la
FES Zaragoza.

Variables:

@& Independiente: Informacién recabada sobre Francisella tularensis.
@ Dependiente: Elaboracion y validacién del Manual Integral de Diagnostico
Microbiolégico de Francisella tularensis.

Contenido del Manual:

Libros Articulos Internet Cuestionario

eMicrobiologia eJournal

Validacion

Clinica
eDiagndstico
Microbioldgico
*Otros
relacionados
con el tema

Medical
Microbiology
Vigilancia
Epidemioldgica
*QOtros
relacionados
con el tema

eP3ginas de
informacion
general (OMS)

ePaginas
especializadas
(cDbe)

*Preguntas
referentes al
disefioy
contenido del
manual

eAlumnos del
92 semestre de
Microbiologia
médica

Diseno del Material a desarrollar:
Introduccion

Capitulo 1. Caracteristicas Microbiologicas del Género Francisella
1.1 Taxonomia
1.2 Morfofisiologia

Material y Métodos
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1.3 Estructura antigénica
1.4 Factores de patogenicidad y virulencia
1.4.1 Replicacion intracelular
1.4.2 Vias de asimilacion del Hierro
1.5 Factores de inmunidad
1.6 Francisella de importancia médica
1.7 Medios de cultivo
Capitulo 2. Francisella tularensis causante de enfermedades en los ganglios
linfaticos
2.1 El Sistema Linfatico
2.1.1 Los ganglios linfaticos
2.2 Enfermedades que afectan a los ganglios linfaticos
Capitulo 3. Enfermedades que causa Francisella tularensis
3.1 Modo de transmision
3.1.1 Francisella tularensis tularensis
3.1.2 Francisella tularensis holarctica
3.1.3 Francisella tularensis mediasiatica
3.1.4 Francisella tularensis novicida
3.1.5 Francisella philomiragia
3.2 Manifestaciones clinicas de la tularemia
3.2.1 Tularemia ulceroglandular y glandular
3.2.2 Tularemia oculoglandular
3.2.3 Tularemia orofaringea y digestiva
3.2.4 Tularemia respiratoria
3.2.5 Tularemia tifoidea
3.2.6 Otras manifestaciones
Capitulo 4. Diagnostico Microbiolégico de Francisella tularensis
4.1 Muestras de diagnostico humanas
4.2 Recoleccion, transporte y conservacion de muestras humanas
4.2.1 Sangre
4.2.2 Suero
4.2.3 Aspirado
4.2.4 Hisopos
4.2.5 Biopsia
4.2.6 Esputo
4.2.7 Autopsia
4.3 Examen directo
4.4 Cultivo y aislamiento
4.5 Pruebas de identificacion para Francisella tularensis
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4.5.1 Tinciones
4.5.2 DFA: Anticuerpos fluorescentes directos
4.5.3 Antigeno urinario
4.5.4 Serologia
4.5.5 PCR: Reaccién en cadena de polimerasa
4.5.6 Caracterizacidon bioquimica
4.5.7 Sensibilidad a los antimicrobianos
4.5.8 Pruebas complementarias
4.6 Resumen: Marcha diagndstica
4.7 Diagnostico diferencial
Capitulo 5. Tratamiento
5.1 Aminoglucdsidos
5.2 Cloranfenicol
5.3 Tetraciclinas
5.4 Quinolonas
5.5 Otros antibiéticos
Capitulo 6. Epidemiologia
6.1 Tularemia en Eurasia
6.2 Tularemia en América
6.2.1 Canada
6.2.2 Estados Unidos de América (EUA)
6.2.3 México
Capitulo 7. Prevencién y Control
Anexos
Validaciéon del Manual Integral de Diagndstico Microbiolégico de Francisella
tularensis
Referencias

CUESTIONARIO PARA LA VALIDACION DEL MANUAL INTEGRAL DE
DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DE FRANCISELLA TULARENSIS

1.- ¢ Como considera la informacion proporcionada en este manual?

Excelente ( ) Buena ( ) Regular () Mala ( )

2.- i Como considera la secuencia del contenido de este manual?

Excelente ( ) Buena ( ) Regular ( ) Mala ( )

Material y Métodos



Tesis: Manual Integral de Diagndstico Microbioldgico de

S Francisella tularensis

3.- 4, COmo es la redaccion de este manual?

Excelente ( ) Buena ( ) Regular () Mala ( )

4.- ; Qué le parece la estructura de este manual?

Excelente ( ) Buena ( ) Regular () Mala ( )

5.- 4 Qué le parece el disefio de este manual?

Excelente ( ) Bueno ( ) Regular () Malo ( )

6.- ¢ Como considera la calidad de las imagenes presentadas?

Excelente ( ) Buena () Regular ( ) Mala ( )

7.- ,Cémo considera la calidad de los esquemas presentados?

Excelente ( ) Buena () Regular ( ) Mala ( )

8.- ¢ Como considera el apoyo que dan a la lectura las imagenes y los esquemas
presentados?

Excelente ( ) Bueno ( ) Regular () Malo ( )

9.- En general el manual le parecio:

Excelente ( ) Bueno ( ) Regular ( ) Malo ( )

10.- ¢ Qué consideraria para mejorar el disefio y contenido del manual?

Material y Métodos
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RESULTADOS

A continuacion se muestra el Manual Integral de Diagndéstico Microbioldgico de
Francisella tularensis y su validacion, como resultado de esta actividad de
investigacion.
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Tesis: Manual
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INTRODUCCION

rancisella tularensis es un microorganismo patégeno Gram negativo que

afecta principalmente a los animales y, en circunstancias ocasionales, al ser

humano. La enfermedad causada por F. tularensis se conoce actualmente
con el nombre de tularemia en la mayor parte del mundo, pero recibié los nombres
de peste de los conejos, fiebre del tdbano de los ciervos y enfermedad de los
trabajadores de ferias y mercados en los Estados Unidos; enfermedad de las
liebres silvestres (yato-byo) y enfermedad de Ohara en Japon, en Rusia se le
conociéo como enfermedad de los cazadores de ratas almizcleras. La tularemia
sigue siendo responsable de una morbilidad y mortalidad significativa a pesar de la
disponibilidad de numerosos antibiéticos activos contra F. tularensis. '

La tularemia esta tan intimamente ligada a las investigaciones efectuadas en los
Estados Unidos que se le ha sefialado como una “enfermedad norteamericana”,
sin embargo, en la historia de esta enfermedad cabe mencionar importantes
contribuciones de otras regiones del mundo, como Japén y la ex Unién Soviética.
En Japdn, el conocimiento de una enfermedad relacionada con las liebres y
compatible con la tularemia data de 1818, y la primera descripcion impresa de un
paciente con un cuadro inequivoco de tularemia tal vez deba atribuirse a Homma-
Soken, en 1837. La identificacion del microorganismo causal y los sindromes
clinicos asociados les corresponde a investigadores estadounidenses.

Durante la evaluacion de posibles brotes de peste bubdnica después del terremoto
que devasto la ciudad de San Francisco California en 1906, McCoy Directora del
Servicio de Salud Publica de los Estados Unidos, describio en 1911 una
enfermedad similar a la peste observada con frecuencia en la ardilla terrestre
californiana. Al ano siguiente en colaboracién con Chapin, aislaron el
microorganismo causante de esta enfermedad tipo peste en el medio de cultivo
yema de huevo coagulado y lo llamaron Bacterium tularense (B. tularense), debido
a que los trabajos de investigacion se llevaron a cabo en el condado de Tulare,
California, el cual en épocas pasadas se encontraba “cubierto de extensos lechos
pantanosos de anea roja (“tule”), una variedad de espadafa”. El primer caso
humano confirmado bacteriolégicamente consisti6 en una infeccion ocular
comunicada en 1914 por Vail, Wherry y Lamb. Estos dos ultimos investigadores
también aislaron el microorganismo en conejos silvestres cerca de la vivienda de
otro paciente con tularemia conjuntival bien documentada. "2

En 1919, el Dr. Edward Francis que se muestra en la figuras 1 y 2, fue enviado
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como oficial de Salud Publica de Washington DC al estado de Utah, para
investigar la enfermedad humana denominada “fiebre por picadura de tabano de
los ciervos”. Sus diversas investigaciones lo llevaron a concluir que el agente
etiologico era el B. tularense, el mismo microorganismo aislado en 1912 por
McCoy y Chapin; y demostré que el tabano
del ciervo era el vector de la infeccidon. De
esta manera, el Dr. Edward Francis
establecido una conexién entre la “fiebre por
picadura de tabano de los ciervos” y la
‘enfermedad similar a la peste” descrita
anteriormente en las ardillas. Francis acufio
el término “tularemia” para indicar que en el
ser humano el B. tularense puede invadir la
sangre y causar infeccion generalizada.
Estudio al agente causal, investigd las formas
de transmision, identificd los reservorios de
infeccion, desarrolld6 métodos de diagnéstico
basados en el cultivo y la serologia, describio
con mayor claridad los sindromes clinicos
asociados con la tularemia y sefalé casos

Figura 1. Dr. Edward Francis aislé humanos de tularemia adquirida en el

al agente causal de la tularemia laboratorio, mostrando de este modo al B.
3 .

en 1919. tularense como un peligro no solo para los

seres humanos sino también para los
trabajadores del laboratorio. Por sus trabajos pioneros en el estudio de esta
enfermedad, el Dr. Edward Francis recibié el Premio Nobel de Ciencias en 1959 y
el microorganismo B. tularense fue rebautizado como Francisella tularensis en su
honor. "4 %6

En Japon, Hachiro Ohara en 1925 describié una enfermedad febril asociada con
los conejos, transmitié la enfermedad a su esposa frotandole la superficie dorsal
de la mano izquierda con un corazén de conejo. La Sra. Riki Ohara desarrolld
fiebre y linfadenopatia, y de una biopsia de los ganglios linfaticos se aislo al
microorganismo; mas tarde Francis demostré que este microorganismo aislado en
Japdn era idéntico al B. tularense. "’

La tularemia fue identificada en Astrakan, Rusia, en 1926, y durante las décadas
siguientes fue responsable de brotes epidémicos graves diseminados en el
territorio de ese pais. Los cientificos de la ex Unidn Soviética también estudiaron
intensivamente esta enfermedad y su agente etioldgico. !
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La infeccion por F. tularensis se convirtio en
un problema sanitario que generd creciente
preocupacion por el uso potencial de estos
microorganismos con fines militares o
terroristas en una guerra bacteriologica, ya
que F. tularensis fue incorporada al programa
de armamentos biolégicos de los Estados
Unidos durante las décadas de 1950 y 1960.
La magnitud potencial del efecto provocado
por F. tularensis se refleja en un informe del
Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) en el que se advierte si se produjera
la exposicion de 100 000 personas a una
‘nube tularémica” se registrarian 82 500
casos de enfermedad (indice de ataque del
82.5%) y 6 188 muertes (indice de mortalidad
Figura 2. El microorganismo Bacterium del 6.2%). El costo médico asociado con un

tularense fue rebautizado como ataque Dbioterrorista de esta magnitud

Francisella tularensis en.hognor del Dr. OSCilarl’a entre 456 y 561 8 milloneS de
Edward Francis. , 1
délares.

Desde mediados del siglo pasado se estudié a la tularemia como una enfermedad
que podia usarse en ataques bioterroristas, y se ha mencionado que el brote de
tularemia que afectdé a soldados alemanes y soviéticos que luchaban en el frente
oriental durante la Segunda Guerra Mundial quiza fue producto de una
“‘propagacién” planeada. Incluso, la Unidad 731 del ejército japonés, bajo la
direccion de Shiro Ishii, también estudio la tularemia como arma bioldgica en la
Segunda Guerra Mundial, el cual también fue responsable de epidemias con Vibrio
cholerae, Shigella spp, Bacillus anthracis y Yersinia pestis en diversas regiones de
China. En Estados Unidos se cultivaron grandes cantidades de F. tularensis, y se
sabe que a mediados de la década de 1950 se siguido una medida similar en la
Unién Soviética, llegando a la etapa de la biologia molecular, donde realizaron
modificaciones de bioingenieria en algunas cepas para que fueran resistentes a
los antibiéticos comunes. &

F. tularensis es un microorganismo altamente infectante y se han producido
infecciones en personas con la simple inspeccion de una placa de Petri abierta
con aislamiento, ante tal situacion, es razonable concluir que cabe la posibilidad
de utilizar el microorganismo como medio biolégico de agresion, mediante
aerosoles o contaminando alimentos o el agua potable. ®
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Caracteristicas
Microbioldgicas del Género Francisella

| género Francisella recibié este nombre en honor al Dr. Edward Francis,

ganador del Premio Nobel de Ciencias en 1959, quien demostré que el

microorganismo ocasiona una enfermedad similar a la peste en los roedores
y también es la causa de la fiebre de la mosca del venado. Como los primeros
casos de enfermedad por este microorganismo en humanos ocurrieron en el
condado de Tulare, California, se dio a la enfermedad el nombre de tularemia y se
llamé al microorganismo Francisella tularensis. Las bacterias del género
Francisella afectan ocasionalmente al ser humano y tienen una amplia distribucion
en reservorios animales y medios acuaticos. " & 1°

1.1 Taxonomia

En el curso del tiempo, estos microorganismos fueron clasificados provisoriamente
como género Bacterium y se les incluyd provisionalmente con las brucelas y las
pasteurelas, no obstante, los estudios genéticos, fenotipicos y de la pared celular
demostraron que no mantienen una relacidn de parentesco con las especies de
Brucella y Pasteurella ni con los miembros del género Yersinia (p. ej. Y. pestis) ni
con los microorganismos coliformes. El género Francisella fue aceptado como uno
nuevo a mediados de la década de 1960. "

Los métodos taxonémicos modernos han asignado al género Francisella a la clase
de Gamma-proteobacterias, orden Thiotrichales y como unico género de la familia
Francisellaceae. El género Francisella se compone de dos especies: F. tularensis
y F. philomiragia, la especie F. tularensis es altamente virulenta para los seres
humanos y para una amplia variedad de animales. Esta bacteria presenta un solo
tipo seroldgico y de ella se han propuesto cuatro subespecies, cada una de las
cuales muestra distintas caracteristicas bioquimicas, epidemiolégicas y de
virulencia: F. tularensis tularensis, F. tularensis holarctica, F. tularensis
mediasiatica y F. tularensis novicida. La subespecie tularensis es la mas virulenta
de este grupo y la mas patégena en el ser humano. 1% 12 13.14.15.16.17

F. philomiragia se conocia antiguamente con el nombre de Yersinia philomiragia.
La reclasificacion de este microorganismo se debié a que comparte el perfil de
acidos grasos singular de las especies de Francisella y a su genética que es muy
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similar al de estas bacterias, aunque ciertos rasgos bioquimicos lo diferencian de
F. tularensis. Se le considera a F. philomiragia como un microorganismo de baja
virulencia, causando infecciones ocasionales en el ser humano. 1.18

1.2 Morfofisiologia

L POl ZLLE 2 R P oaite LI SRSV @ Los microorganismos que
2T IR NN kel R L, rtenecen al género Francisella son
Pt Ty Tpet i 02w pertenecen al género
e St T RFY '3 a0 Y cocobacilos o bacilos  Gram
U :‘;t{};_‘__’j,'?f :?, ’r:?;'__ negativos de tincién débil que en su
.".f';-...‘ 7 J f %'_,‘ (;-L-.._;,._}.,} .48 mayoria se ven como células Unicas
= ;’xj‘.f -f"z{ oy ',";i.: (“‘_}&".'.‘ -+ (p- ej. F. tularensis) o masas Gram
L e TS W ) negativas  amorfas  sin formas
‘ N2 TSR I :\‘F{;@tr celulares se%aradas (p. ej. F.
'; - "f‘,_\:__;‘ _\.;' . ';','\ ""’F" ' F. tularensis es un cocobacilo muy
A e e B SNR T B pequefio, como se muestra en la
ol N VR IR0 figura 3, se tifie en forma débil y
mide de 0.2 por 0.2 a 0.7 ym. En
Figura 3. Tincién de Gram de Francisella cultivos jovenes (de 18 a 24 horas en
tularensis. ** medio sélido) su morfologia muestra

una configuracion uniforme de
bacilos, en la que generalmente tienden a presentar una tincién bipolar con las
técnicas de Gram o de Giemsa; este patrdn tintoral acentua el aspecto cocoide de
los microorganismos (las formas cocoides son en realidad los componentes
bipolares del microorganismo en forma de bacilo separados por un area central
aun mas débilmente tenida); pero en cultivos mas viejos es relativamente
pleomoérfico, como se observa en la figura 4, mostrando formas cocoides, bacilares
y filamentosas. " 12021

F. tularensis no es capaz de formar esporas en condiciones nutritivas adversas, no
posee flagelos por lo cual es inmdvil. %2

A través de la microscopia electronica se demuestra la existencia de un material
extracelular que se observa in vivo en microorganismos virulentos de F. tularensis
tularensis y F. tularensis holarctica como se muestra en la figura 5, pero que se
pierde facilmente cuando es cultivado, in vitro. El material capsular contiene lipidos
abundantes en acidos grasos, carbohidratos (manosa, ramnosa, mas dos
azucares no identificados) y aminoacidos. " %" 222

Resultados | Caracteristicas Microbiolégicas del Género Francisella



Tesis: Manual Integral de Diagnostico Microbiolégico de

v .7 ’—‘ - .
L it Z TN y Ses =
B~ > N R 3L
AP ed TS =2Pts.
8§y~ "N T LY
’ - 9
el W GNNE -
™ B ,/, T ® ol ~
- ~ / ‘;.'.. .‘\..‘
’ " -
' e/ e, RS ow %,
o o~ SO g
\ \!.’0 ’
N 4 ” \ PaY I4 /
4 r's,¥
C 7
‘cl‘. o n - / '* ‘7'& '/.
k"‘f :s' ‘\ L Y
* ’/'/no .‘; ’
Vije e ™ ~
\ I Or® o ‘o
AR SN e r 4

Figura 4. Francisella tularensis de un cultivo en
agar cisteina-glucosa. La imagen fue tomada
a 5000X. ™

tularensis y que no estan presentes en otras bacterias’

Como otras bacterias Gram
negativas, las paredes celulares de
F. tularensis contienen
lipopolisacarido (LPS). Las pruebas
con lisado de amebositos del
cangrejo Limulus demuestran que
tienen poca actividad endotdxica,
1000 veces menos potente que el
LPS de bacterias entéricas, esto se
ha atribuido a la estructura inusual
del LPS. 56,9, 23,24

Micrografias electrénicas han
demostrado la presencia de pili en la
superficie de F. tularensis tularensis y
F. tularensis holarctica. ' %

Francisella tularensis

La pared celular de F. tularensis esta
compuesta por una doble capa
rodeada de una capa externa. 19

La concentracion de lipidos en la
capsula y la pared celular (50 y 70%
respectivamente) es alta para un
microorganismo Gram negativo. La
composicion lipidica es diferente de
las otras bacterias, con cantidades
elevadas de acidos grasos de Cio.,
Ci0, Cieo Yy de Cao a Caoso
saturados de cadena larga, ademas
de acidos grasos a-OH y 3-OH. Un
analisis de los acidos grasos revel6
cantidades importantes de @3-
hidroxioctadecanoato (30H-C4g0) ¥y
de 3-hidroxihexadecanoato (30H-

C16:0) acidos grasos especificos de F.
6, 11,15

Figura 5. Micrografia de Francisella tularensis
holarctica. *

Una caracteristica del desarrollo de F. tularensis es su requerimiento de cisteina (u
otros compuestos sulfhidrilos) en cantidades que sobrepasan la concentraciéon
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presente de forma habitual en los medios nutritivos, no obstante, es importante
sefalar que el desarrollo de algunas cepas como lo son F. tularensis novicida y F.
philomiragia no requieren necesariamente la presencia de cisteina o un medio de
cultivo enriquecido. "2’

Estas dos cepas son haldfilas y se pueden cultivar en condiciones de alto
contenido de sal de hasta el 6% de NaCl. "> ®

La multiplicacion es mas rapida a 37°C, pero puede desarrollarse en un intervalo
de temperaturas que oscilan entre 24 y 39°C. °

Aunque es un anaerobio facultativo, puede aislarse mejor bajo condiciones
aerobias y con un pH éptimo de 6.9. %'

Las colonias comienzan apreciarse después de 1 a 4 dias y el desarrollo puede
estimularse con suplementos de CO,. "

F. tularensis es débilmente catalasa-positivo, produce acido sulfhidrico en los
medios con cisteina, los hidratos de carbono como glucosa, maltosa, manosa,
sacarosa Yy fructosa son degradados de forma lenta, con la produccién de acido
pero no de gas. 1" %2

Los microorganismos son oxidasa y ureasa negativos, generalmente no producen
H,S sobre agar de hierro azticar triple (TSI) y no reducen los nitratos. °

La produccion de citrulina ureidasa (enzima que colabora a la conversion de
citrulina a ornitina) y la formacién de acido a partir del glicerol sirven para distinguir
a F. tularensis tularensis de F. tularensis holarctica que es menos virulenta, sin
embargo, la caracterizacion bioquimica no es necesaria ni se recomienda para la
identificacion. * %

Las bacterias del género Francisella tienen una amplia distribucion en reservorios
animales y medios acuaticos. °

En la actualidad F. tularensis tularensis no ha manifestado alguna conexion con el
agua, no obstante, F. philomiragia y las subespecies holarctica y novicida, han
demostrado tener un vinculo con los sistemas de aguas, en asociacion con
amebas de vida libre como Acanthamoeba castellanii como se observa en las
figuras 6y 7. 71823

Debido a lo anterior, se ha sugerido que las amebas pueden jugar un papel muy
importante como anfitriones en los ciclos acuaticos. 23
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Figura 6. Acanthamoeba castellanii
infectada por Francisella tularensis
novicida (color verde). *°

Francisella tularensis

En la naturaleza F. tularensis es
relativamente estable, ya que es un
microorganismo resistente, sobrevive
semanas 0 meses a bajas temperaturas
en el agua, tierra humeda (lodo), heno,
paja o cadaveres de animales en
descomposicion y puede resistir la
congelacion. 8%

En unos pocos casos se ha informado de
que F. tularensis se ha aislado del barro,
sin embargo, no hay informes recientes
sobre el aislamiento de esta bacteria en
el barro o en el suelo. No esta claro si
esto significa que F. tularensis raramente
existe en el barro o suelo o si es dificil

cultivar a partir de tales tipos de muestras. °

F. tularensis es capaz de infectar naturalmente a cientos de vertebrados e
invertebrados distintos. Los principales reservorios naturales de estos
microorganismos son lagomorfos (liebres y conejos), ademas de diversos
roedores como las ardillas, ratas almizcleras, castores, ratones de agua y
hamsters, pero también puede infectar a otros animales susceptibles: mapaches,

ciervos, zorros, visones, zarigueyas,
topos, inclusive, animales domésticos:
vacas, ovejas, cerdos, caballos, gatos y
perros. Es probable que muchas
especies de aves se infecten, igualmente,
algunas especies de anfibios, peces,
reptiles y crustaceos. 1132627

Asimismo, F. tularensis ha sido
recuperada en mas de 54 especies de
artropodos, de las cuales se conocen
como minimo 13 especies de garrapatas
infectadas naturalmente que representan
4 géneros: Amblyomma, Dermacentor,
Haemaphysalis e Ixodes; y existe la
posibilidad de transmision transovarica.

Figura 7. Inmunofluorescencia de
Francisella philomiragia (color naranja)
1
dentro de una ameba. *®
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Pueden estar involucrados otros artrépodos que succionan sangre, entre ellos
tabanos, mosquitos, acaros, jejenes y ocasionalmente pulgas y piojos. 211

Por otra parte, F. philomiragia solamente se ha aislado en ratas almizcleras, en
peces (bacalao, salmon, y tilapia) y en agua de pozo, no obstante, su aislamiento
es infrecuente. " 14 18

1.3 Estructura antigénica

Todas las cepas del género Francisella son serologicamente idénticas, y las
respuestas inmunes del huésped se dirigen en contra de diversos antigenos de la
pared celular como: " 1% 12.13.15

1) Proteinas de la membrana externa (OM). Los miembros del género Brucella
(B. abortus y B. melitensis) y Yersinia (Y. enterocolitica) comparten un
antigeno proteico comun con F. tularensis.

2) Se ha demostrado que en los seres humanos la respuesta de anticuerpos
predominante es a lipopolisacaridos (LPS). La fraccién antigénica parece
residir en la fraccion polisacarida.

Las moléculas de LPS se componen por tres regiones estructurales como se
muestra en la figura 8; la primer region es la cadena lateral O-especifica (antigeno
O), contiene un numero variable (40 a 100 unidades) de oligosacaridos,
conformadas por 4 a 7 monosacaridos cada una, y que confieren una entidad
seroldgica unica a las especies de bacterias Gram negativas; la segunda regién es
el centro polisacarido, compuesto por dos carbohidratos unicos, el 2-ceto-3-
desoxi-octanoato (KDO), un azucar de 8 carbonos y la heptosa, un azucar de 7
carbonos; y la tercera regién es una porcion lipidica llamada lipido A (endotoxina),
compuesto por un disacarido de glucosamina en el cual los grupos hidroxilo estan
esterificados por acidos grasos. La cadena lateral O-especifica y la region del
centro constituyen la fraccion polisacarido de los LPS, mientras que el lipido A
representa la parte de la molécula que ancla el LPS en la membrana externa
(OM). 6, 14

En comparacién con el LPS de otras bacterias Gram negativas, el LPS de F.
tularensis tiene un numero de caracteristicas estructurales unicas, que le confiere
propiedades biolégicas inusuales (p. ej. carecer de endotoxicidad y otras
propiedades que influyen en el proceso de la enfermedad) relacionadas con el
lipido A, el centro polisacarido y el antigeno O, estas caracteristicas se mencionan
a continuacion: %
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a) Acidos grasos largos ramificados en el lipido A (en comparacién con el
lipido A altamente endotoxico de Escherichia coli).

b) La fraccién principal del lipido A, el disacarido de glucosamina, esta
modificado por la adicion de un fosfato de galactosamina, vinculado en al
menos una cepa; F. tularensis holarctica.

c) El centro polisacarido contiene manosa, en lugar de la heptosa mas comun.
Estructuras basicas con KDO sustituidos con manosa fueron reportados en
varios microorganismos, incluyendo a Legionella pneumophila, especies de
Rhizobium y algunas otras bacterias.

La estructura del antigeno O se ha determinado para las subespecies tularensis,
holarctica y novicida. Los antigenos O del LPS de F. tularensis tularensis y F.
tularensis holarctica son idénticos, pero el antigeno O de F. tularensis novicida es
distinto. Estas diferencias en el antigeno O parecen desempefiar un papel
diferente en dos subespecies, ya que el antigeno O de F. tularensis tularensis es
importante para la supervivencia intracelular, mientras que el antigeno O de F.
tularensis novicida es critico para la resistencia al suero inmune y menos

importante para la supervivencia intracelular. '*
LPS Q
Unidad repetitiva Antigeno O

Q (hasta 100)
@
lJ Centro Centro polisacarido
N N i -
L P

Figura 8. El lipopolisacarido (LPS) de la pared celular Gram negativa. °
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1.4 Factores de patogenicidad y virulencia

A pesar de su extrema virulencia, se sabe muy poco acerca de los mecanismos de
patogenicidad y virulencia codificados por F. tularensis. No obstante, en la
actualidad debido a un aumento en el desarrollo y la eficiencia de las herramientas
genéticas; estudios recientes han comenzado a arrojar luz sobre los genes de
virulencia necesarios para la infeccion exitosa de F. tularensis. Basado en
busquedas genéticas, esta bacteria no produce ningun factor de virulencia clasico,
en su lugar, la virulencia parece deberse a su capacidad de proliferar en gran
numero dentro de varios tejidos y érganos del huésped, alterando de esta manera
sus funciones normales, provocando la induccion de una respuesta inflamatoria
significativa en el huésped que parecen contribuir con la enfermedad. 12

Es notable la propension de F. tularensis para provocar infeccién principalmente a
través de la piel o las mucosas, con la marcada tendencia de esta bacteria a
acumularse en el tejido linfoide, causando en el huésped linfadenopatias. % 22

Dependiendo de la via de infeccion, los microorganismos se multiplican a nivel
local y se propagan del sitio de ingreso por los vasos linfaticos hacia los ganglios
linfaticos regionales, que hinchados e hipersensibles, pueden supurar y con
frecuencia volverse necréticos. La ampliacion de estos ganglios linfaticos a
menudo asemeja al clasico bubon (linfadenopatia supurante) asociado con la
peste bubdnica. Desde estos focos, los microorganismos pueden viajar por via
linfohematdgena para afectar diversos tejidos y 6rganos, como los pulmones, el
higado, el bazo, los rifiones, el tracto gastrointestinal, el sistema nervioso central y
los musculos esqueléticos. # 10293031, 32,33

La infeccién por F. tularensis en todos los tejidos y 6rganos invadidos, induce una
respuesta inflamatoria aguda asociada con depdsitos de fibrina y la infiltracion por
neutréfilos polimorfonucleares (PMN), macréfagos, células dendriticas y linfocitos
T. Los neutrofilos PMN, los macréfagos y las células dendriticas rodean a las
células inflamatorias tempranas estimuladas por el indéculo inicial y que
evolucionaron hacia la necrosis y la degeneracion. En una fase posterior se
observa la migracién de linfocitos, células epitelioides (macréfagos de gran
tamano), células gigantes multinucleadas (fusion de macréfagos) y fibroblastos
hacia el area del tejido necrético. La confluencia de los focos necréticos puede
conducir a la formacion de abscesos, y a medida que el tejido necrético se
expande, puede originar la trombosis de venas y arterias circundantes. A
continuacion se forman granulomas (acumulacién de macréfagos, linfocitos,
células epitelioides y células gigantes multinucleadas sin la eliminacién de
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bacterias que forman la pared de areas de infeccién e inflamacion) que en raros
casos evolucionan hacia la caseificacion y pueden ser confundidos con
granulomas tipicos de la tuberculosis y la sarcoidosis. R

La virulencia radica en que F. tularensis es un patogeno intracelular facultativo “un
microorganismo protegido”, como se muestra en las figuras 9, 10 y 11 capaz de
desarrollarse en el interior de varios tipos de células, tales como: macrofagos,
monocitos, hepatocitos, células endoteliales, epiteliales (pulmon), dendriticas,
neutrofilos PMN y en amebas de vida libre, mostrando un ciclo de la enfermedad

dentro de éstas células, que puede diferir poco entre especies y subespecies. 1.34,
35, 36, 37

Figura 9. Francisella tularensis (color
verde) creciendo dentro de un
macréfago murino. 3

Figura 10. Francisella tularensis (color
verde) creciendo dentro del epitelio
bronquial humano. *

Por otra parte, es posible describir algunas estructuras de la pared celular de F.
tularensis como el LPS, los pilis y la capsula que tienen un rol importante en la
patogenicidad. °
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El LPS de F. tularensis no presenta las
propiedades de una endotoxina clasica,
en cambio, ha demostrado que el LPS se
somete a una variacion de fase, que altera
la capacidad del microorganismo de
inducir la produccion de oxido nitrico (NO)
por los macrofagos. En una de las fases la
reduccion de NO favorece el crecimiento
de las bacterias, mientras que en otra
fase, el aumento de la produccién de NO
suprime el crecimiento. Esta variacion de
fase esta relacionada con la expresion de
dos formas de LPS: que reduce la
Figura 11. Francisella tularensis en produccion de NO por los macrofagos y
hepatocitos de ratén. * otra que no ejerce este efecto. Estas dos
formas de LPS presentan diferencias
antigénicas (a nivel del antigeno O) y funcionales (a nivel del lipido A). Este
mecanismo de supervivencia intracelular particular solamente es exclusivo de F.
tularensis tularensis. ** 12

Pequenos apéndices llamados pilis estan presentes en la superficie de F.
tularensis. Estos son capaces de mediar la unién bacteriana a la célula huésped,
la captacion de ADN, la motilidad y la formacién de biopeliculas, no obstante, el
papel de los pilis de F. tularensis en la virulencia no es del todo claro. Pero se ha
sugerido que participen en la secrecién de proteinas, en la adhesién a diversos
tipos de célula huésped y para favorecer el crecimiento intracelular. 2% %

Resulta interesante que algunas cepas como F. tularensis novicida y F.
philomiragia sean capaces de formar biopeliculas in vitro. Las biopeliculas estan
conformadas por comunidades adherentes de bacterias dentro de una matriz
polimérica extracelular, esto les permite capturar un mayor numero de nutrientes y
poder resistir en ambientes hostiles. Asimismo, contribuye en la resistencia a la
accion de los desinfectantes y antibiéticos, inclusive a las defensas del organismo
anfitrién. F. philomiragia puede formar mas eficientemente una biopelicula in vitro
en asociacion con amebas acuaticas como A. castellanii, como se observa en la
figura 12. '

La capsula, protege a F. tularensis de la muerte mediada por el complemento
durante la fase bacteremica de la enfermedad, sin embargo, no es necesaria para
la supervivencia después de la fagocitosis. * ™
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Figura 12. Con la tincion cristal violeta se observa la formacion de biopeliculas de Francisella
philomiragia cuando se cultiva en presencia de Acanthamoeba castellanii. 1. Las amebas (mancha
oscura) estan rodeadas por las bacterias, esto se puede apreciar al borde de la biopelicula. 2. F.
philomiragia agrupada en el biofilm. 3. Matriz extracelular de F. philomiragia. La imagen fue
tomada a 40X. *®

1.4.1 Replicacion intracelular

F. tularensis puede invadir y
multiplicarse en una gama de tipos de
células, pero su objetivo principal in
vivo parece ser el macrofago, como se
muestra en la figura 13. '

F. tularensis entra en los macrofagos
por medio de la fagocitosis. El factor
de complemento C3b se fijja a los
polisacaridos de la  superficie
bacteriana, esto permite la unién de
las bacterias a los receptores CR1 vy
CR3 de Ila membrana de los

20 um

Figura 13. El estilo de vida intracelular de macrofagos y los microorganismos
Francisella tularensis (color verde) en un entran mediante un proceso de
macréfago murino. *° endocitosis. 2
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Después de la penetracion en las células huésped, F. tularensis es capaz de
alterar los procesos bactericidas normales, ya que evita la induccion del estallido
oxidativo, limitando su exposicion al superoxido, perdxido de hidrégeno, radicales
hidroxilo y otros radicales libres del oxigeno (RLO), incluso, inhibe la unién entre
fagosomas y lisosomas. 1% 3¢

Las bacterias viven dentro de los macrofagos en un fagosoma que no se fusiona
con los lisosomas, no obstante, la acidificacion del fagosoma ocurre y es esencial
para el crecimiento, la adquisicidén de hierro y la posterior fuga de F. tularensis en
el citosol de los macrofagos. Finalmente, cuando la membrana fagosomal se
degrada, las bacterias escapan y se multiplican a altos niveles en el citoplasma,
posteriormente, se ha informado que las bacterias parecen volver a entrar en la
via endocitica mediante la induccion de un proceso de autofagia mediada, para
residir en grandes vacuolas que contienen F. tularensis (FCV). Estas FCV
albergan grupos de células bacterianas, permitiéndoles de nuevo al acceso del
hierro y de otros nutrientes esenciales. * %233

Después de la multiplicacion dentro del macrofago, F. tularensis induce la muerte
celular por apoptosis, esto libera a las bacterias de la célula, o que permite la
infeccion de células nuevas. Este ciclo de replicacion intracelular de F. tularensis
se ilustra en la figura 14.

Curiosamente, F. tularensis ha confirmado estar dentro de los macrofagos en un
numero relativamente grande antes de que pudiera producirse la muerte celular y
requiere mas tiempo desde la infeccion hasta la inducciéon de la apoptosis en
comparacion con especies de Salmonella, Shigella, Yersinia, y Legionella. Esto
probablemente refleja la tasa de crecimiento lento y el estilo de vida intracelular
obligado de esta bacteria. *

También ha demostrado entrar en los neutréfilos PMN sin provocar la explosion
respiratoria, por un mecanismo desconocido que inhibe la NADPH oxidasa,
escapando del fagosoma para sobrevivir en el citoplasma. De esta manera
Francisella pertenece a un grupo muy reducido de patdégenos microbianos
capaces de evitar la muerte por los neutréfilos PMN. ™2

Algunos estudios han expuesto que F. tularensis tularensis se multiplica mas
rapidamente dentro del huésped en comparacion con la subespecie holarctica y
puede llegar a un numero letal antes de que aparezca una respuesta inmune
eficaz, no obstante, la base molecular de esta diferencia en la virulencia aun es
desconocida. ’
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Figura 14. Proceso llevado a cabo cuando Francisella tularensis es fagocitada. >

Francisella tularensis

El ciclo de vida intracelular de F. tularensis es complejo y los genes que participan

en todas las etapas aun no se han dilucidado, sin embargo, estudios realizados en
las subespecies tularensis, holarctica y novicida han dado lugar a la identificacién

de los genes esenciales para el crecimiento in vitro, y para la supervivencia

intracelular in vivo. '?

Se han identificado los genes responsables de algunos de los mecanismos de

virulencia, organizados en un islote de patogenicidad de Francisella (FPI). El FPI
se identificd originalmente cuando la inactivacion de estos genes dio lugar a un

defecto en el crecimiento intracelular, ya que para escapar del fagosoma e inducir
su replicacién en el citoplasma de la célula huésped, F. tularensis depende

totalmente de los genes presentes en el FPI. 121436
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Diversos estudios genéticos han comprobado que F. tularensis tularensis, F.
tularensis holarctica, y F. tularensis mediasiatica poseen dos copias del FPI,
mientras que F. tularensis novicida y F. philomiragia contienen una sola copia.
Consecuentemente esto puede ser una razdén de la menor virulencia de F.
tularensis novicida y F. philomiragia. '

Las funciones de las proteinas codificadas por el FPI son actualmente el foco de
mucha investigacion.

Estudios realizados al FPI, han revelado que puede codificar para un sistema de
secrecion tipo VI, similar a los implicados en la virulencia de Pseudomonas
aeruginosa y Vibrio cholerae, no obstante, las proteinas efectoras secretadas por
el sistema de secrecion tipo VI aun no se han determinado. Asimismo, se ha
demostrado la presencia de un sistema de secrecion tipo Il, y los genes que
participan en la secrecion de tipo Il también estan implicados en la expresién de
pili tipo IV. Estas estructuras superficiales han demostrado que desempefan un
papel importante en la virulencia para una gama de patégenos Gram negativos. '?

Un sistema de secrecion tipo | se ha propuesto para F. tularensis aunque esto aun
no se ha demostrado. "2

F. tularensis carece de los sistemas de secrecion de tipo Il y tipo IV utilizados
exitosamente por otras bacterias intracelulares, por ejemplo: Shigella, Salmonella,
Chlamydia, Brucella y Legionella. *°

Algunos investigadores han planteado, que los genes dentro del FPI podrian estar
regulados principalmente por una proteina llamada MglA (crecimiento de
macrofagos), un regulador transcripcional que interactua con la RNA polimerasa.
La expresion de MgIA se activa durante las primeras etapas de la infeccion en
macrofagos, mientras que su inactivacion resulta en un significativo defecto del
crecimiento intracelular. Por lo tanto MglA regula la transcripcion de factores de
virulencia de F. tularensis que contribuyen a la supervivencia dentro de
macréfagos, como se observa en la figura 15. 23

Una amplia gama de genes esta regulada por MglA, incluyendo muchos fuera del
FPI, para la expresion de diversas proteinas, algunas de ellas en respuesta al
estrés nutricional y otras como la proteina acpA. Esta ultima proteina tiene una
funcién de fosfatasa acida y es capaz de inhibir el estallido oxidativo de manera
mas eficiente que fosfatasas acidas descritas anteriormente de otros patdégenos
intracelulares, tales como Leishmania donovani y Legionella micdadei.  '2
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Figura 15. Modelo de la regulacién de los genes del FPI de Francisella tularensis. **

MglA también regula los genes iglABC (crecimiento intracelular locus A, By C), y
los genes pdpABCD (proteina determinante de patogenicidad A, B, C y D)
identificados dentro del FPI. Los genes iglIABC han demostrado ser esenciales
para la virulencia de F. tularensis. *°

Los genes iglA e igIB parecen asociarse en el citoplasma bacteriano y se sugiere
que participen en la secrecion de proteinas efectoras, mientras que iglC codifica
una proteina hipotética de 23 kDa. Aunque la funcion exacta de esta proteina no
se ha definido, se ha vinculado con la participacion en la induccion de la apoptosis.
Ademas el gen iglC parece regular la senalizacion de los receptores tipo toll,
modulando la respuesta inmune del hospedero. "% 3¢

Las funciones de las proteinas pdp aun es desconocido, sin embargo, es de
interés que pdpD, codifica para una proteina grande de 140 kDa, que esta
presente en F. tularensis tularensis, ausente en F. tularensis holarctica y alterado
en F. tularensis novicida. 23
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Recientemente se ha descrito una proteina de gran importancia para que F.
tularensis pueda sobrevivir en los macrofagos. Es una proteina de 29 kDa y se le
han propuesto dos funciones que impactan en el crecimiento intracelular: actua
como una bomba de iones o radicales toxicos y contribuye a la perdida de la
integridad de la pared celular permitiendo penetrar a los microorganismos en la
célula huésped. Diversos estudios han demostrado que la inactivacion de esta
proteina aumenta la sensibilidad de F. tularensis novicida a aniones superoéxido in
vitro. # 23

Proteinas adicionales requeridas para la supervivencia intracelular de F. tularensis
son: alanina racemasa (biosintesis de  peptidoglicano), glutamina
fosforribosilpirofosfato amido transferasa (biosintesis de purina), Clpb una proteina
de choque térmico (fijacidbn e invasién a células) y una proteina de 58 kDa
necesaria para utilizar el hierro unido a sideroforos. 2 3% 42

1.4.2 Vias de asimilacion del Hierro

La adquisicion de hierro es reconocido como un importante rasgo de virulencia de
muchos patdgenos intracelulares, pero poco se conoce de como F. tularensis
adquiere el hierro del huésped mamifero. En la actualidad el papel que tiene el
hierro en la virulencia de F. tularensis atn es desconocido. "% *?

Estudios genéticos realizados en bacterias de F. tularensis cultivadas en medios
con bajas concentraciones de hierro, han revelado un operén (grupo de genes)
denominado Fsl (Francisella sideréforo locus) involucrado en la produccion de
sideréforos, ademas de los receptores que se requieren para la absorcién del
complejo sideréforo-hierro. 12

El operdn Fsl contiene seis genes: FslA, FsIB, FsIC, FsID, FslE y FsIF. El gen FslA
es responsable de la sintesis de siderdforos, y recientemente se ha sugerido que
FslE es responsable de la absorcion de sideréforos-hierro, principalmente
encontrado en F. tularensis tularensis y F. tularensis novicida. Los genes FsIB,
FsIC y FsID probablemente tengan un papel en la sintesis o absorcion de hierro. 42

Ademas de los sideroforos, las bacterias pueden expresar receptores para la
interaccién directa y secuestro de hierro de la transferrina, ferritina y proteinas que
contienen grupo hemo, o producir hemolisinas para apropiarse del hierro de la
hemoglobina en los eritrocitos. Algunas bacterias como L. pneumophila, residen
en un fagosoma acidificado, donde el hierro se libera de la transferrina, para ser
absorbido por las bacterias por difusibn a través de porinas en el espacio
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periplasmico, con la posterior absorcion en el citoplasma bacteriano por el
transporte de hierro (sistema Feo). A través del analisis genético se ha descubierto
que F. tularensis posee un operdn para codificar un posible sistema Feo, ademas
del operéon Fsl. Hasta al momento no se han descrito otros mecanismos de
captacion de hierro. #?

1.5 Factores de inmunidad

Muchos de los detalles con respecto a la respuesta inmune del huésped a la
infeccion de F. tularensis han venido de los estudios que utilizaron a las
subespecies novicida, holarctica y tularensis. Aunque la comprension de las
interacciones huésped-patdgeno entre estas subespecies esta avanzada, todavia
hay muchas cosas que aun no estan claras. La evaluacion adicional de la
respuesta inmune del huésped a la infeccidn, asi como la identificacién clave de
los mediadores de la virulencia de F. tularensis permitiran obtener una
comprension mas exacta de los factores de inmunidad del huésped. >

La completa recuperacién de la tularemia requiere inmunidad mediada por células,
la cual puede demostrarse alrededor de una semana antes de la respuesta de
anticuerpos. " *?

La inmunidad por linfocitos T colaboradores (CD4 Th1) y sus citocinas asociadas
como el interferon gamma (INF-y) son necesarias para activar la erradicacion
intracelular mediada por los macréfagos en las fases tardias de la enfermedad. La
participacion del INF-y hace que los macrofagos se activen e impidan el
crecimiento de F. tularensis. Los macréfagos una vez activados van a producir
oxido nitrico (NO) y otros productos nitrogenados reactivos para que destruyan
con mayor eficacia a F. tularensis fagocitada, ademas de la sintesis adicional de
interleucina 12 (IL-12), que va a reforzar la respuestas inmunitarias por linfocitos T
CD4 Th1. La activacién de los macréfagos es particularmente importante para la
contencién inicial de Francisella, ya que estas células son un objetivo primario
para la infeccion y replicacion. 14 %

Los macrofagos activados a parte de producir NO, van a reforzar las reacciones
inflamatorias locales al generar diversas quimiocinas capaces de atraer neutréfilos
PMN, células dendriticas, células NK vy linfocitos T activados, incrementando su
capacidad de fagocitosis y presentacion de antigenos. La estimulacion continua de
los macrofagos por los linfocitos T CD4 Th1, facilita la fusidon de dichas células
para convertirse en células gigantes multinucleadas y en macrofagos de gran
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tamano, denominados células epitelioides, que rodean el lugar de la infeccion,
formando de esta manera un granuloma. 14

e |nmunidad innata

Estudios a cerca de la infeccion por F. tularensis en la piel, han sugerido que los
queratinocitos (una de las principales poblaciones celulares de la epidermis) son
una fuente probable de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y de quimiocinas,
que van a tener la capacidad para atraer en primer instancia a los neutrofilos PMN
y a otras células al foco de infeccion. Aunque, se ha descubierto que la
destruccion de cepas virulentas de F. tularensis fagocitadas mediante procesos

dependientes del oxigeno por parte de los neutrofilos PMN es de baja magnitud. 1
4,14

Los linfocitos T intraepiteliales estan presentes en la epidermis de la piel y en los
epitelios mucosos y pueden formar parte en la defensa del huésped. Su misién es
reconocer los microorganismos presentes de forma habitual en las superficies
epiteliales, asimismo, son muy importantes para el control inicial de infecciones
bacterianas intracelulares como en el caso de F. tularensis. Debido a que estos
linfocitos van a producir INF-y activando a los macréfagos, ademas de reforzar la
respuesta inmune celular. Este suceso parece ser debido a la exposicion de
fosfoantigenos expresados por F. tularensis in vivo. * 7 14

Las células naturales asesinas (NK) cuya mision es amplificar la reaccién
inflamatoria en una infeccién bacteriana, son atraidas al foco de la infeccién por F.
tularensis, es importante destacar que estas células también son productoras de
INF-y, y esta citocina va a activar a los macréfagos.

No obstante, una bacteriemia transitoria se puede producir desde el lugar de la
infeccion, durante el cual el agente patdogeno debe resistir la lisis por el
complemento, la proteccién es debido a la presencia de la capsula. La fase
bacteremica permite que los microorganismos sean sembrados en todo el cuerpo,
infectando a todos los tejidos reticuloendoteliales, y en pocos dias, un conjunto de
citocinas se expresan en estos tejidos. *

La infeccién de los tejidos por F. tularensis se traduce en una respuesta
inflamatoria temprana, con la induccién de citocinas tales como: IL-12, TNF-a e
INF-y esenciales para el control de la infeccidn y que refuerzan la respuesta
inflamatoria. Las células dendriticas, los macrofagos y células NK son
probablemente responsables de la induccion de estas citocinas casi
inmediatamente después de la infeccion. *°
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La respuesta innata a Francisella en el sitio de infeccidn, ha demostrado que esta
mediada por la unién de los componentes bacterianos (p. €j. LPS, lipopéptidos,
peptidoglucano, etc.) con receptores tipo toll (TLR), expresados en la superficie de
células dendriticas y
macrofagos, como se
muestra en la figura 16.
Diversos estudios han
revelado los componentes Receptor TLR
bacterianos de Francisella
que interactuan con
receptores TLR; se trata de

dos lipoproteinas
denominadas TUL4 y

FTT1103, y que se unen con
receptores TLR1 y TLRG.
Esta union trae como

consecuencia la activacion @
de estos dos receptores,
desencadenando una serie
de respuestas intracelulares
que culminan con la
activacion de las células
dendriticas y macrofagos, y
con la produccién de

citocinas especificas durante
la infeccion (IL-12, TNF-a e

INF-y). Sin embargo, ,a p.esar Figura 16. Respuesta innata de las células dendriticas y los
de que estas citocinas macréfagos mediante la unién de los receptores tipo toll
facilitan la aparicion de (TLR) con los componentes bacterianos de Francisella
respuestas protectoras frente tularensis. ****

a una infeccion local, estas

mismas respuestas pueden

amenazar la vida de los pacientes cuando son activadas por una infeccion
sistémica. La sefalizacién mediada por TLR1 y TLR6 puede ser crucial para el
reconocimiento temprano de patdgenos. * 14 3¢
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v
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Transcripcion Nucleo

Hay pruebas de que Francisella modula y evade la respuesta inmune del huésped,
ya que esta bacteria disminuye la capacidad de los macréfagos y células
dendriticas para responder al acoplamiento de los TLR por medio del LPS. 3°
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El LPS de Francisella es unico, ya que ademas de su estructura inusual que
probablemente explica su baja bioactividad, puede prevenir la activacion de
células dendriticas y macrofagos a través de los receptores TLR, ya que no se une
a TLR2 y TLR4, dos receptores que son capaces de reconocer LPS
(principalmente el receptor TLR4 que es un activador muy potente de células
dendriticas, macrofagos, ademas de linfocitos B y células endoteliales). Esto trae
como consecuencia la imposibilidad de éstas células para desencadenar una
respuesta inflamatoria. '?

Un informe reciente ha indicado que a través de la infeccion por via respiratoria, la
subespecie tularensis suprime activamente respuestas inflamatorias tempranas en
el pulmoén. En particular, interfiere con la induccion de citocinas y no activa a
macrofagos pulmonares y células dendriticas, inhibe la produccion de linfocitos T
CD4 Th1 y promueve una respuesta de linfocitos T CD4 Th2, una respuesta de
células T que es ineficaz contra microorganismos intracelulares. >

No obstante, las células dendriticas van a jugar un papel muy importante en la
inmunidad frente a Francisella, debido a que cubren el espacio que existe entre la
respuesta innata y la respuesta especifica frente al antigeno, ya que en primer
lugar producen citocinas que fomentan la accion y después recogen los restos
fagocitados para llevarlos al ganglio linfatico como la unica célula presentadora de
antigeno (CPA) capaz de iniciar la respuesta inmunitaria. **

¢ Inmunidad especifica

Las células dendriticas, como ya se explicé, detectan la presencia de
microorganismos (por medio de los receptores TLR) en el sitio de infeccién y
fagocitan a F. tularensis, liberando citocinas con el fin de activar y dirigir la
respuesta inmunitaria posterior; de alli viajan hacia los ganglios linfaticos
regionales donde exponen los antigenos (polipéptidos de la OM) de F. tularensis a
linfocitos T CD4 y/o linfocitos T CD8. Estudios realizados en ratones han
demostrado que la participacion ya sea de linfocitos T CD4 o linfocitos T CD8 son
capaces de controlar una infeccién por F. tularensis holarctica y por F. tularensis
novicida, mientras que ambos tipos de células, son necesarios para la defensa
exitosa contra cepas altamente mas virulentas como F. tularensis tularensis. A
pesar del requisito conocido de los linfocitos T CD4 y CD8 para la resolucion de la
infeccion por F tularensis, se sabe poco con respecto a los receptores de los
linfocitos T, correceptores, perfiles de memoria o el complejo mayor de
histocompatibilidad. ' ™3¢
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Los linfocitos T CD8 se caracterizan por ser linfocitos T citoliticos, y producen
citocinas semejantes a los linfocitos T CD4. En la inmunidad celular contra cepas
virulentas de Francisella, los linfocitos T CD4 son probablemente los mas
importantes, mientras que los linfocitos T CD8 dependen de la ayuda de los

linfocitos T CD4 por su capacidad de producir INF-y para activar a los macréfagos.
7,14

Los linfocitos T CD4 también llamados linfocitos cooperadores, activan y controlan
las respuestas inmunitarias e inflamatorias mediante interacciones intercelulares
especificas y mediante la liberacién de citocinas. En la inmunidad frente a
Francisella, los linfocitos T CD4 se pueden clasificar en linfocitos T CD4: ThO, Th1
y Th2 principalmente. Los linfocitos T CD4 ThO responden al antigeno presentado
por la célula dendritica en el ganglio linfatico y pueden transformarse en linfocitos
T CD4 Th1 o Th2, dependiendo de las citocinas que produzcan las CPA, en el
caso de una infeccion por Francisella, linfocitos T CD4 Th1 (gracias a la sintesis
de IL-12 por parte de las células dendriticas en el ganglio linfatico y de los
macréfagos en el sitio de infeccién). ™

Los linfocitos T CD4 Th1 promueven las respuestas inflamatorias, las cuales
revisten de gran importancia en el control de las infecciones intracelulares. Frente
a una infeccion por Francisella los linfocitos T CD4 Th1 producen diversas
citocinas entre ellas: IL-2, quimiocinas, factor de necrosis tumoral beta (TNF-[3) e
INF-y, muy importante para mantener la activacion de macréfagos. '* ¢

Los linfocitos T CD4 Th2 por su parte van a interaccionar con los linfocitos B para
la produccion de anticuerpos. Pero la inmunidad por linfocitos B reviste una
importancia menor para la destruccién de este patdégeno intracelular facultativo.
Sin embargo las citocinas derivadas de los linfocitos B parecen modular la
afluencia de neutréfilos PMN. '* 23

El desarrollo de anticuerpos séricos (IgM, IgG e IgA) contra antigenos
carbohidratos, se observa entre la segunda y tercera semana. Sin embargo los
anticuerpos por si solos no son suficiente proteccion contra la infeccién por
microorganismos de F. tularensis virulentos. %3

Al recuperarse de la infeccion el paciente a menudo se vuelve resistente a una
nueva infeccién un fendmeno que no se ha dilucidado del todo.

Para explicar este proceso de la activacion del sistema inmune frente a la
tularemia, la figura 17 muestra un resumen de cémo F. tularensis infecta al epitelio
respiratorio y la reaccién del sistema inmune del hospedero ante tal infeccién. 44
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Francisella

S Epitelio respiratorio

Linfocito T
CD4 Th1

_ Linfocitos T
by
_. Macréfago activado

_ Macrofago con
F. tularensis

— Centro caseoso

~ F. tularensis

efectoras

Figura 17. 1. Francisella tularensis entra en contacto con las vias respiratorias superiores. 2.
Infectando el epitelio respiratorio a través de las células M (membranarias) de la ldmina propia de
los bronquiolos respiratorios. 3. El microorganismo es fagocitado por una célula dendritica, de alli
viaja hacia el ganglio linfatico regional para presentar el antigeno de F. tularensis a los linfocitos T
CD4 y/o linfocitos T CD8. 4. Los linfocitos T CD4 responden al antigeno (linfocitos T CD4 ThO) y se
transforman en linfocitos T CD4 Th1. Los linfocitos T CD4 Th1 proliferan y vuelven al sitio inicial de
la infeccion. 5. La re-estimulacion local llevado a cabo por las CPA, continda la produccién de INF-y
que es muy importante para mantener la activacion de macréfagos. 6. Si no se elimina por

completo a F. tularensis, traerd como consecuencia la formacién de granulomas. ***
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1.6 Francisella de importancia médica

Se han identificado en el género Francisella dos especies: F. tularensis y F.
philomiragia. F. tularensis, es el agente causante de la tularemia (conocida
también como fiebre de los conejos, fiebre de la garrapata, fiebre de la mosca del
ciervo o fiebre glandular) es considerada como una especie altamente virulenta
para los seres humanos y para una amplia variedad de animales. Mientras que F.
philomiragia se ha catalogado como un microorganismo de baja virulencia,
causando infecciones ocasionales en el ser humano. 14 1% 18

A la especie F. tularensis se le han propuesto cuatro subespecies: F. tularensis
tularensis, F. tularensis holarctica, F. tularensis mediasiatica y F. tularensis
novicida. Las subespecies tularensis y holarctica son las mas importantes; siendo
la subespecie tularensis la mas virulenta y la mas patégena en el ser humano. F.
tularensis subespecie mediasiatica y subespecie novicida no se suelen asociar a
enfermedad en el ser humano. "%

Algunas caracteristicas de las especies y subespecies de Francisella se
mencionan en el cuadro 1. '

1.7 Medios de cultivo

Como se ha mencionado, una caracteristica del desarrollo de F. tularensis es su
requerimiento del aminoacido cisteina (u otros compuestos sulfhidrilos) en
cantidades que sobrepasan la concentracion presente de forma habitual en los
medios nutritivos, aunque, es importante sefialar que el desarrollo de algunas
cepas como lo son F. tularensis novicida y F. philomiragia no requieren
necesariamente la presencia de cisteina o un medio de cultivo enriquecido. %"

La multiplicacion es mas rapida a 37°C, pero puede desarrollarse en un intervalo
de temperaturas que oscilan entre 24 y 39°C. Aunque es un anaerobio facultativo,
puede aislarse mejor bajo condiciones aerobias y con un pH oOptimo de 6.9;
también el desarrollo puede estimularse con suplementos de CO,. "> 2’

Las colonias comienzan apreciarse después de 1 a 4 dias, pero existe la
posibilidad que se requiera mas tiempo, por lo tanto, se debe notificar al
laboratorio la sospecha de una infeccion por F. tularensis debido a que puede
desarrollarse lentamente y podria pasarse por alto si los cultivos no se incuban
durante un periodo prolongado. 14
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Cuadro 1. Francisella de importancia meédica.

m.{@ Francisella tularensis

14, 15, 17

Microorganismo

F. tularensis
tularensis

F. tularensis
holarctica

F. tularensis
mediasiatica

F. tularensis
novicida

F. philomiragia

Origen historico

tularensis, relativo
al condado de
Tulare, California,
donde se describio
por primera vez la
enfermedad
holos, todo; arctos,
regiones
septentrionales
(referido a su
distribucion en el
artico o regiones
septentrionales)

relativo a la region
central de Asia

NOVUS, NUEVO;
cida, cortar (un
“nuevo asesino”)
philos, amante;
miragia, espejismo
(“amante de los
espejismos”
referido a su
presencia en el
agua)

Region principal

América del Norte

Europa, ex Union
Soviética, Japon
América del Norte

Kazakstan,
Uzbekistan,
Turkmenistan

Ameérica del Norte

América del Norte

En general F. tularensis puede aislarse en:

e Agar sangre de oveja (SBA)

Enfermedad en
los seres
humanos

La mas grave

Levemente
Grave

Menos grave

Menos grave

Menos grave;
virulenta solo en
huéspedes
inmunodeprimidos
y en victimas de
episodios de casi
ahogamiento

Algunas cepas de F. tularensis pueden desarrollarse en agar sangre regular, no
obstante, se recomienda utilizar los medios enriquecidos con cisteina porque son
muy recomendables para el subcultivo, ya que estos microorganismos dejaran de
desarrollarse en cultivos posteriores a partir de los aislamientos de agar sangre.
Su imagen se puede observar en la figura 18. 1> ?°
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Figura 18. Modelo de Agar sangre de
oveja con el cultivo de Francisella
tularensis. *®

N——

e Agar sangre glucosa cisteina (GCBA)

Los cultivos se pueden realizar en agar con glucosa-cisteina, con un suplemento
de 5 % de sangre de conejo desfibrinada o con células sanguineas humanas
centrifugadas y envejecidas. 11 2% 4

e Agar sangre glucosa tioglicolato (TGBA)

e Agar cisteina peptona (PCA) "
e Agar yema de huevo coagulado ?’
e Agar Thayer-Martin (modificado)

F. tularensis se multiplica en medios que contienen hemina como el agar Thayer-
Martin modificado. Este medio es suplementado con un caldo enriquecido que
contiene cisteina y otros nutrientes necesarios para el desarrollo del
microorganismo. ° 1% 20

e Agar chocolate

Berdal y Soderlund en 1977 pudieron aislar a varias colonias de F. tularensis en
agar chocolate conteniendo 7,7 ug/ml de colistina, 12,5 ug/ml nistatina, 0,5 pg/mi
lincomicina y 5 pg/ml trimetoprima lactato, incubandolo a 37 °C en atmosfera de
5% de CO, durante dos o tres dias. Debido a ello, el medio selectivo agar
chocolate puede ser un suplemento practico de medios no selectivos para el
aislamiento de Francisella. % ™
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El agar chocolate enriquecido con suplementos que contienen cisteina también

puede ser satisfactorio para el desarrollo de esta bacteria. Su imagen se puede
g 620

observar en la figura 1

Figura 19. Modelo de Agar chocolate con
el cultivo de Francisella tularensis. *

e Agar extracto de levadura de carbén amortiguado (BCYE)

El agar BCYE es el medio que se utiliza para cultivar especies de Legionella,
también F. tularensis puede aislarse en este agar y su imagen puede observarse
en la figura 20. '

Figura 20. Modelo de Agar extracto de
levadura de carbén amortiguado (BCYE) con
el cultivo de Francisella tularensis. *°

S ——
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e Agar corazon cisteina con 9% sangre de oveja chocolate (CHAB)

Es un medio no selectivo utilizado para el aislamiento primario de F. tularensis. El
medio CHAB proporciona la identificacion presuntiva de F. tularensis, debido a que
el microorganismo muestra un desarrollo caracteristico en este medio. Cuando es
suplementado con antibiéticos (CHAB-A: 7,5 mg de colistina, 2,5 mg de
anfotericina, 0,5 mg lincomicina, 4 mg de trimetoprim y 10 mg ampicilina por litro)
mejora de manera significativa la tasa de recuperacion a partir de materiales que
puedan estar contaminados con otros microorganismos. Su imagen puede
observarse en la figura 21. °

Figura 21. Modelo de Agar corazén cisteina con 9%
sangre de oveja chocolate (CHAB) con el cultivo de
Francisella tularensis. *°

Para el aislamiento de F. tularensis en muestras contaminadas con otras bacterias
de la microbiota normal, se deben incluir a cada litro de medio de cultivo 1 ml con
100,000 U/ml de penicilina, 1 ml con 100,000 U/ml de polimixina B 'y 1 ml con 0,1
mg/ml de cicloheximida, ya que practicamente todas la cepas de F. tularensis son
productoras de betalactamasa (f3-lactamasa). % ¢4’
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Deben tomarse todas las precauciones posibles para restringir la formacion de
humedad superficial en las placas, por ser deletérea para el desarrollo de F.
tularensis. %

Por lo general F. tularensis no se desarrolla bien en medios liquidos como se
muestra en la figura 22, incluso cuando el medio se ha complementado con
cisteina necesita de un gran indculo para obtener un aislamiento visible dentro de
24 horas, aunque puede requerirse de 3 hasta 7 o mas dias de incubacion. * 2

No obstante, el microorganismo se ha cultivado con éxito en caldo Mueller-Hinton
modificado y en caldo de tioglicolato, como se observa en la figura 23. En el caldo

de Mueller-Hinton, la adicion de 0.025% de pirofosfato férrico mejora el desarrollo
de F. tularensis. *

Figura 22. Francisella Figura 23. Francisella
tularensis tularensis a las tularensis tularensis en caldo
48 horas de incubacion tioglicolato: izquierda, tubo no
en caldo infusion cerebro inoculado; derecha, tubo
corazén (BHI): izquierda, inoculado con 10 dias de
solamente BHI; derecha, incubacién complementado
BHI + cisteina. *° con cisteina. **

Resultados | Caracteristicas Microbioldgicas del Género Francisella



Tesis: Manual Integral de Diagndstico Microbioldgico de

S Francisella tularensis

Francisella tularensis
causante de enfermedades en los
ganglios linfaticos

rancisella tularensis se caracteriza para provocar infeccion a través de la piel

o las mucosas, con la tendencia de acumularse en el tejido linfoide,

causando en el huésped linfadenopatias. Desde el sitio de infeccion, las
bacterias se propagan por los vasos hasta los ganglios linfaticos regionales para
su posterior diseminacién por via linfohematégena a diferentes tejidos y 6rganos.
Los ganglios, se hinchan y pueden supurar, con frecuencia se vuelven necroticos.
Estos ganglios regionales dolorosos y tumefactos pueden ser el primer signo de
advertencia de la tularemia. %230

Conocer la anatomia y el funcionamiento de los ganglios linfaticos es muy
importante, porque éstos son los érganos y téjidos diana de F. tularensis, no
obstante, en los ganglios linfaticos van a comenzar las respuestas de la inmunidad
especifica para poder combatir la infeccion por esta bacteria. Esto nos permitira
tener un panorama mas amplio con respecto a los factores de inmunidad, ademas,
de relacionar a F. tularensis con otras enfermedades que causan linfadenopatias.
La comprensiéon de la tularemia en su totalidad es la mejor opcién para no
contraerla. %

2.1 El Sistema Linfatico

La penetracion de un material antigénico en un individuo sano induce en éste una
respuesta inmunitaria. La cual no es inmediata, requiere de algunos dias para
ponerse de manifiesto e incluye la produccién de anticuerpos y de linfocitos en un
particular estado de activacién que se describen como “linfocitos sensibilizados”.
Las células y los anticuerpos resultantes tienen la propiedad de reaccionar
especificamente con el antigeno inductor de su produccion, de aqui el término de
inmunidad especifica. *° *°

La capacidad del individuo para responder a la estimulacion antigénica depende
de varios factores, entre ellos y de manera fundamental, del funcionamiento
adecuado de su sistema inmunolégico. Este sistema esta formado por un conjunto
de drganos y tejidos, conectados entre si por la circulacién sanguinea vy linfatica. *°
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Los tejidos linfaticos se dividen en o6rganos generadores, también llamados
organos linfaticos primarios, donde los linfocitos expresan por primera vez los
receptores del antigeno y adquieren su madurez fenotipica y funcional, y 6rganos
periféricos, también llamados 6rganos linfaticos secundarios, donde se ponen en
marcha y progresan las respuestas linfociticas a los antigenos extrafios, como se
muestra en la figura 24. Dentro de los érganos linfaticos generadores de los
mamiferos adultos figuran la médula 6sea, donde nacen todos los linfocitos y
maduran los linfocitos B, ademas del timo, donde maduran los linfocitos T y
alcanzan su estado de competencia funcional. Los érganos periféricos abarcan los
ganglios linfaticos, el bazo, el sistema inmunitario cutaneo y el de las mucosas,
también en el tejido conjuntivo y practicamente en todos los 6rganos, excepto en

el sistema nervioso central. 4% *°
Organos linfaticos Organos linfaticos
Célula generadores periféricos
progenitora  Estirpe Recirculacion
de la .
< dul de los =
el linfocitos B £ —
PR Médula ésea *Ganglios linfaticos
& ) Linfocitos B ‘Bazo
& y e *Tejidos linfaticos
& Mmucosos
¢ Estirpe y cutaneos
de los Sanﬂgre,
linfocitos T linfa
’ Linfocitos T
Timo maduros Recirculacion

Figura 24. Organos linfaticos generadores y periféricos. *°

Los d6rganos linfaticos periféricos, concentran los antigenos que hayan accedido
por las puertas de entrada mas comunes (la piel, el tubo digestivo y las vias
respiratorias). La captura del antigeno y su transporte hacia los 6rganos linfaticos
dan origen a las respuestas inmunitarias especificas. Una vez trasladados estos
antigenos quedan expuestos por las células presentadoras de antigeno (CPA)
para su reconocimiento a cargo de los linfocitos especificos. La proliferacion
linfocitaria como respuesta a una infeccion provoca la aparicion de una
tumefaccion en estos 6rganos (“tumefaccion glandular”) 4 49 %
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Las respuestas de la inmunidad especifica evolucionaran a través de una serie de
pasos. Las fases de estas respuestas y las funciones ejecutadas por las diversas
células y tejidos quedan demostradas esquematicamente en la figura 25. 49, 50

Los linfocitos maduran en la médula 6sea (linfocitos B) y en el timo (linfocitos T)

entrando en los 6rganos

linfaticos secundarios
(periféricos) como
linfocitos “virgenes”. Las
células dendriticas

capturan los antigenos en
su lugar de entrada (piel,
tubo digestivo y vias
respiratorias), penetran en
los vasos linfaticos vy
vigjan a los ganglios
linfaticos regionales (otros
antigenos llegan a los
linfaticos sin  que los
transporte ninguna célula,
la mayoria llegan
acarreados por la sangre y
linfa), estos antigenos son
procesados y presentados

a los linfocitos T y B
virgenes que han
emigrado hacia estos

ganglios a través de los
vasos sanguineos. Los
linfocitos T efectores y de
memoria se forman en los
ganglios y penetran en la
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Entrada . ' 0

Linfocitos T Maduracion

de linfocitos T de agentes
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efectores \‘ ¥ de los
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/' linfatico
Bazo
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:' BBaenoil de las respuestas

} ‘.( microbios inmunitarias adaptativas
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Activacion

Figura 25. Visidn general de la generacion de los linfocitos y
las respuestas inmunitarias in vivo.*

circulacién, por la que pueden trasladarse hacia los tejidos periféricos. Los
anticuerpos se producen en los o6rganos linfaticos y acceden a la circulacion
localizando a los antigenos en cualquier punto. Los linfocitos de memoria también
llegan a la circulacién y pueden residir en los 6rganos linfaticos y en otros tejidos.
La imagen representa los fendmenos clave que componen una respuesta
inmunitaria frente a un antigeno proteinico en un ganglio linfatico; las respuestas
en otros érganos linfaticos periféricos son semejantes. *°
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2.1.1 Los ganglios linfaticos

El transporte de los antigenos hacia los ganglios linfaticos tiene lugar basicamente
a través de los vasos linfaticos. Los ganglios linfaticos se conectan con otros
ganglios a través de los vasos linfaticos. 4% %

La piel, los epitelios y los organos parenquimatosos contienen numerosos
capilares linfaticos que absorben y extraen liquidos de los espacios existentes
entre las células de los tejidos como se observa en la figura 26. 49

El liquido intersticial
absorbido, Illamado linfa,
avanza por los capilares
Ganglios P .
linfaticos hacia los vasos
cervucales o
Conducto linfaticos que  convergen

toracico 7 b entre si, siempre cada vez
intercostales .

mayores. Finalmente, acaban

Gangnos por confluir en los vasos

| axilares linfaticos  aferentes  que

Ganglio 7~ vierten su contenido en los

de drenaje & / del quilo senos. supca’psulares de los
< ganglios linfaticos. Los vasos

/ - Ganglios linfaticos que transportan la
k / paraaorticos . . T

linfa hacia un ganglio linfatico

| Vasos se llaman aferentes, y los que

t o L e g’e‘ﬁﬁ?ei't‘itfg la descargan desde el ganglio

se denominan eferentes. Al

Foco de ./- RN e Ganglios estar conectados
infeccion ' inguinales mutuamente en serie a lo

largo de los linfaticos, un
vaso eferente que salga de
un ganglio puede funcionar
como aferente para otro. El
vaso linfatico eferente que se
encuentra en el extremo de
una cadena de ganglios
linfaticos se une con otros
vasos linfaticos, culminando
en un gran vaso linfatico denominado conducto toracico. La linfa procedente del
conducto toracico desemboca en la vena cava superior, y asi el liquido regresa al

Figura 26. Estan representados los principales vasos
linfaticos y grupos de ganglios linfaticos. Los antigenos
capturados en un foco infeccioso se transportan hasta el
ganglio linfatico de drenaje, donde se pone en marcha la
respuesta inmunitaria. 9
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torrente circulatorio. En condiciones normales, todos los dias se devuelven a la
circulacién unos 2 L de linfa, por lo que una alteracion del sistema linfatico puede
dar lugar a un edema tisular en poco tiempo. 4% >

Los ganglios linfaticos estan interpuestos a lo largo de estos vasos actuando como
filtros que sirven para colar (depurar) la linfa antes de que llegue a la sangre. De
este modo, se produce el transporte de los antigenos capturados en sus puertas
de entrada hasta los ganglios linfaticos. Son en éstos donde comienza la
respuesta de la inmunidad especifica hacia los antigenos que han penetrado a
través de los epitelios 0 que estan presentes en los tejidos. 49

Los ganglios linfaticos son estructuras ovoides (de 2 a 10 mm de diametro)
ordenadas en forma de rosarios situadas a lo largo de los conductos linfaticos por
todo el organismo, pero particularmente en el cuello, la cavidad toracica, las axilas,
el tronco, las ingles, la region poplitea y la cavidad peritoneal. Cualquier ganglio
linfatico consta de las tres capas enumeradas a continuacion como se observa en
la figura 27; 4

1. La corteza, la cual constituye la capa mas externa. Contiene principalmente
linfocitos B dispuestos en forma de cumulos llamados foliculos.

2. La paracorteza, presenta células dendriticas que portan antigenos
procedentes de los tejidos para su presentacion a los linfocitos T con el
propaosito de iniciar las respuestas inmunitarias.

3. La médula, la cual contiene macréfagos y células plasmaticas productoras
de anticuerpos.

Seno Cépsula de
subcapsular colageno
(marginal) Corteza
Paracorteza
Seno )
medular Médula
Hilio
, — — Arteria
i FQI'CU‘.O y vena
Figura 27. Organizacion de un primario
io linfatico. * Vaso
ganglio linfatico. Vaso
Centr_o | linfatico
sl eferente
del foliculo
secundario
Cordones
e
l\i/r?fz(t)ico medulares
aferente Trabécula
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La linfa llega a los ganglios linfaticos a través de los vasos linfaticos aferentes
situados en el seno subcapsular, y a continuacion salen de este seno las células
dendriticas procedentes de los tejidos, contenidas en la linfa, para entrar en la
paracorteza. En su nueva ubicacién, pueden presentar los antigenos derivados de
los tejidos a los linfocitos T virgenes y poner en marcha las respuestas de la
inmunidad especifica. No se conocen del todo aquellos mecanismos por los que
las células dendriticas acceden a la paracorteza. *° *°

Como anteriormente se ha descrito, cada ganglio esta rodeado por una capsula
fibrosa perforada por numerosos linfaticos aferentes, que vierten la linfa en un
seno subcapsular o marginal, como se muestra en la figura 27. Su contenido se
fitra a través de la corteza en su trayecto hacia el seno medular por unos
conductos especializados, y sale del ganglio por el vaso linfatico eferente
localizado en el hilio. 4% *°

Bajo el seno capsular, la corteza externa presenta agregados celulares llamados
foliculos que se encuentran en los ganglios linfaticos, éstos son las zonas de los
linfocitos B. En algunos casos, poseen areas centrales denominadas centros
germinales, que muestran un aspecto claro mediante las tinciones histologicas de
uso rutinario. Los foliculos desprovistos de centros germinales reciben el nombre
de foliculos primarios, éstos contienen basicamente linfocitos B virgenes maduros,
y aquellos foliculos con centros germinales se denominan foliculos secundarios.
Los centros germinales surgen a raiz de la estimulacidén antigénica y representan

lugares de importante proliferacién para los linfocitos B que producen anticuerpos.
49

La corteza que rodea a los foliculos se llama corteza parafolicular o paracorteza,
esta organizada en cordones, regiones que contienen fibras reticulares, linfocitos
(la mayoria son linfocitos T cooperadores CD4, entremezclados con una cantidad
escasa de linfocitos T CD8, aunque estas proporciones pueden cambiar
drasticamente en el curso de una infeccion) células dendriticas, y fagocitos
mononucleares. Muchas veces los linfocitos estan cercanos a las CPA de estos
cordones. '**°

La médula se ubica por debajo de la paracorteza, y consta de cordones medulares
separados por senos que adoptan una organizacion complicada desembocando
en los conductos especializados y al final, en un seno medular principal. Estos
cordones medulares se encuentran poblados de macrofagos y células
plasmaticas. ' 49 %0
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La separacion anatdmica entre los linfocitos T y B en un ganglio linfatico, garantiza
un estrecho contacto de cada poblacion de linfocitos con las CPA oportunas (es
decir, los linfocitos T con las células dendriticas y los linfocitos B con células
dendriticas foliculares “CDF”). Ademas, debido a esta division tan precisa, se
mantiene el aislamiento de las poblaciones de los linfocitos T y B hasta que llegue
el momento de producirse su interaccion funcional. Después de quedar
estimulados por los antigenos, los linfocitos T y B pierden sus restricciones
anatomicas habituales y comienzan a emigrar en pos de su encuentro mutuo. Los
linfocitos T activados pueden dirigirse hacia los foliculos para colaborar con los
linfocitos B o salir del ganglio y penetrar en la circulacién, mientras que los
linfocitos B activados avanzan hacia los centros germinales y, después de su
diferenciacion en células plasmaticas, estan en condiciones de alojarse en la
médula ésea. ™4

2.2 Enfermedades que afectan a los ganglios linfaticos

La linfadenopatia (tumefaccion o hinchazén de los ganglios linfaticos) presente en
la tularemia, es producida por la presencia de F. tularensis en los ganglios
linfaticos y por la proliferacion linfocitaria como respuesta a esta infeccion. Sin
embargo, la linfadenopatia también puede ser una manifestacion primaria o

secundaria de multiples enfermedades como se puede observar en el cuadro 2. ®
9, 14, 49

En un estudio publicado, los investigadores observaron que 186 de 220 pacientes
(84%) remitidos para la evaluacién de linfadenopatias presentaban un diagndstico
“benigno”. Los 34 pacientes restantes (16%) presentaban un tumor maligno
(linfoma o adenocarcinoma metastasico). De los pacientes con linfadenopatia
benigna 122 presentaban una causa inespecifica o reactiva (sin agente causal),
mientras que en el resto se demostrd una causa especifica, con mayor frecuencia
mononucleosis infecciosa, toxoplasmosis o tuberculosis. Por tanto, la generalidad
de los pacientes presenta una causa inespecifica que requiere muy pocas pruebas
diagnosticas. ®

Los nifios y adultos joévenes suelen presentar trastornos benignos, como
infecciones viricas o bacterianas del sistema respiratorio superior, mononucleosis
infecciosa, toxoplasmosis y en algunos paises tuberculosis, que se acompanan
frecuentemente de linfadenopatia. Por lo contrario, después de los 50 afos de
edad aumenta la incidencia de procesos malignos y disminuye la de trastornos de
caracter benigno. 8
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Cuadro 2. Enfermedades que se acompafian de

linfadenopatia.

1. Enfermedades infecciosas:
a) Virus: sindrome de mononucleosis infecciosa (EBV, CMV), HIV,
sarampion, rubeola
b) Bacterias: estreptococos, estafilococos, brucelosis, peste,
tuberculosis, micobacterias atipicas, difteria
¢) Hongos: histoplasmosis, coccidiomicosis
d) Clamidias: linfogranuloma venéreo
e) Parasitos: toxoplasmosis, tripanosomiasis
f) Rickettsias: ricketsiosis

2. Enfermedades de origen inmunitario:
a) Artritis reumatoide
b) Lupus eritematoso sistémico
c) Hipersensibilidad a farmacos
d) Enfermedad de reaccion inversa (injerto contra hospedador)

3. Cénceres:
a) Sangre: enfermedad de Hodgkin, linfomas no hodgkinianos,
leucemia linfocitica aguda o crénica
b) Metastasica: proveniente de innumerables sitios primarios
4. Enfermedades de depésitos de lipidos: Gaucher
5. Enfermedades enddcrinas: Hipertiroidismo

6. Otros trastornos: Sarcoidosis

Nota: EBV, virus de Epstein-Barr; CMV, citomegalovirus; HIV, virus de
inmunodeficiencia humana.

En la busqueda de una explicacion para la linfadenopatia, se debe de ayudar de
una anamnesis cuidadosa, asi como la exploracion fisica, de pruebas analiticas
seleccionadas y quiza, de una biopsia ganglionar. ®
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Enfermedades que causa
Francisella tularensis

el nombre de tularemia en la mayor parte del mundo, pero recibié los

nombres de peste de los conejos, fiebre de los conejos, fiebre del tabano de
los ciervos y enfermedad de los trabajadores de ferias y mercados en los Estados
Unidos; enfermedad de las liebres silvestres (yato-byo) y enfermedad de Ohara en
Japon, en Rusia se le conoci6 como enfermedad de los cazadores de ratas
almizcleras. La tularemia sigue siendo responsable de una morbilidad y mortalidad
significativa a pesar de la disponibilidad de numerosos antibidticos contra
Francisella tularensis. " 33

I a enfermedad causada por Francisella tularensis se conoce actualmente con

3.1 Modo de transmision

En general F. tularensis se transmite a los seres humanos por: * %47

e Picaduras de artrépodos, principalmente de garrapatas, tabanos vy
mosquitos que se han alimentado previamente de un animal infectado.

e Contacto directo con tejidos o fluidos de animales infectados, tales como,
liebres, conejos, ratas almizcleras, castores, ardillas, entre otros.

e Por laingestién de agua o alimentos contaminados.

¢ Inhalacion de aerosoles infecciosos.

¢ No hay transmisién de humano a humano.

El diagnostico y tratamiento temprano puede ser dificil, en regiones donde la
tularemia es rara, debido a que la expresion clinica de la enfermedad es similar a
una amplia variedad de enfermedades infecciosas agudas (p. ej. brucelosis, peste
bubdnica, pasteurelosis y demas). En la fase aguda de la enfermedad, las
bacterias se multiplican rapidamente, la severidad de la enfermedad depende de
la capacidad del paciente para activar una respuesta inmunoldgica. Esta respuesta
requiere de la inmunidad mediada por células en lugar de los anticuerpos, sin
embargo, los anticuerpos son buenos indicadores de la exposicion a la bacteria,
pero no juegan un papel decisivo en la proteccion. El periodo de incubacion
promedio de la tularemia es de 3 a 5 dias, pero puede variar de 1 hasta 21 dias.
La aparicion de la enfermedad es abrupta, incluyendo el rapido desarrollo de fiebre
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(mayor de 38°C), escalofrios, cefalalgias, mialgias y artralgias generalizadas,
sucede lo mismo para las subespecies tularensis y holarctica. " '

A continuacién se explica el modo de transmision y la evolucidn clinica de la

tularemia de acuerdo a cada especie de Francisella y subespecie de F. tularensis.
15

3.1.1 Francisella tularensis tularensis

Como ya se menciond en capitulos anteriores, F. tularensis tularensis solo se
encuentra en América del Norte y es considerado como uno de los patégenos mas
infecciosos en la medicina humana. Se transmite entre animales (comunmente
entre conejos silvestres) y de los animales a los seres humanos por garrapatas y
picaduras de tabanos, o por inhalacion de aerosoles, incluso pueden contraer la
infeccién por el manejo de los animales infectados. '* '°

La subespecie tularensis puede provocar manifestaciones clinicas graves y
mortalidad significativa sin tratar, en ocasiones, puede conducir a rabdomidlisis
(descomposicion del tejido muscular) y shock séptico. Antes de la llegada de los
antibidticos, la tasa de mortalidad era del 30 al 60%, actualmente es menor al 2%
cuando los antibiéticos se administran de manera oportuna. '

En cuanto al cuadro clinico se caracteriza por fiebre alta, acompanada por
debilidad progresiva, malestar general, anorexia y pérdida de peso. Los sintomas
respiratorios, incluyen una tos seca, dolor de garganta y dolor subesternal, y
pueden ocurrir si la enfermedad se adquiere por inhalacion. Los sintomas
gastrointestinales como nauseas, vomitos y diarrea es mas probable que se
produzca por F. tularensis tularensis, y no por F. tularensis holarctica. 19

3.1.2 Francisella tularensis holarctica

F. tularensis holarctica se ha aislado en Eurasia y en América del Norte. Se asocia
principalmente con arroyos, lagunas, lagos, rios y animales semiacuaticos como:
ratones almizcleros y castores, por esta razén algunos autores consideran que la
base para esta enfermedad sea el agua. A favor de esta propuesta, estudios
recientes han demostrado que la subespecie holarctica puede sobrevivir y
replicarse en protozoos, no obstante, esta bacteria también se relaciona con
liebres, garrapatas, mosquitos y moscas tabano. F. tularensis holarctica se
transmite a los humanos por contacto directo con animales infectados, la ingestion
de agua contaminada, también por picaduras de artrépodos, aerosoles, o la
ingestion de alimentos contaminados, aunque estas ultimas tres vias son poco
frecuentes. 1% 1°
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Este tipo de tularemia es menos grave que la tularemia ocasionada por F.
tularensis tularensis y los casos fatales son raros, es practicamente no letal en los
seres humanos, incluso cuando no se ha insertado el tratamiento apropiado. ” 19

El cuadro clinico se caracteriza por fiebre, acompanado de sintomas focales, por
lo general sus sintomas son mas suaves. F. tularensis holarctica se asocia con
frecuencia en complicaciones supurativas, las cuales requieren un considerable
periodo de convalecencia. *°

3.1.3 Francisella tularensis mediasiatica

F. tularensis mediasiatica se ha aislado sélo en Kazakstan, Uzbekistan y
Turkmenistan. Poco se sabe acerca de esta cepa, pero en raras ocasiones se ha
informado como una causa de la enfermedad humana. Los estudios
experimentales en conejos indican que tiene una virulencia moderada comparable
con F. tularensis holarctica. "

3.1.4 Francisella tularensis novicida

F. tularensis novicida muestra baja virulencia en modelos experimentales y puede
causar enfermedad en individuos inmunocomprometidos, asimismo, se han
observado casos en nifios con enfermedad granulomatosa crénica y en individuos
que estuvieron a punto de ahogarse. La subespecie novicida fue aislada por
primera vez en 1951 a partir de muestras de agua en el estado de Utah, en los
Estados Unidos de América, y posteriormente ha sido reportada como causante
de la tularemia por lo menos en cuatro pacientes, todos originarios de este pais.
Tres de estos pacientes, han tenido enfermedades de inmunodepresion
subyacente, todos presentaron fiebre alta y los hemocultivos produjeron el
crecimiento de las subespecies novicida, mientras que el cuarto paciente
desarroll6é lentamente una amplia glandula granulomatosa en el cuello, donde se
aislo la bacteria. F. tularensis novicida también se ha aislado a partir de pacientes
con diversas manifestaciones clinicas en Canada, pero también en Australia y
Espafia, lo cual indica dos cosas: un amplio rango de manifestaciones clinicas y
una amplia distribucién geografica de esta subespecie. * '°

3.1.5 Francisella philomiragia

F. philomiragia se ha aislado en América del Norte, aunque también se le ha
encontrado en el Atlantico, en el Mediterraneo y en el golfo de México. Es de baja
virulencia y ocasionalmente causa enfermedad en pacientes con trastornos
inmunolégicos (p. ej., enfermedad granulomatosa cronica, enfermedades
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mieloproliferativas), también puede causar fiebre, neumonia, meningitis o
peritonitis. Los datos epidemiologicos sugieren que el agua salada puede ser una
fuente probable para conseguir una infeccién ocasionada por F. philomiragia, ya
que cinco de los 16 casos reportados hasta la fecha, tenian una historia de
exposicion al agua de mar en relacidn con casi ahogamiento, estos pacientes
cursaban con una enfermedad granulomatosa crénica, una condicion donde la
defensa fagocitica del huésped se ve gravemente comprometida. ' ' 8

3.2 Manifestaciones clinicas de la Tularemia

Las manifestaciones clinicas de la tularemia dependen también de la via de
adquisicidn, como se muestra en el cuadro 3; & °

Cuadro 3. Formas clinicas de la tularemia. & 28

Forma Ruta de adquisicion Infeccion (%)
Transmision vectorial y
Ulceroglandular y contacto directo (por tocar Ulceroglandular 75-85
Glandular animales infectados o material Glandular 5-10

contaminado con F. tularensis)

Al tocar el ojo con un dedo,
Oculoglandular posiblemente contaminado por 1-2

la exposicion al polvo que

contiene F. tularensis

Orofaringea y Ingestion de agua o alimentos 1
digestiva contaminados
Inhalacion de polvo
Respiratoria contaminado o por adquisiciéon 7-20
en el laboratorio
Tifoidea Sin definirse (probablemente 5-15

oral o respiratoria)

Los pacientes que consultan al médico generalmente presentan por lo menos una
de las siete formas clasicas de la tularemia. Esta clasificacion relativamente
artificial se basa exclusivamente en las manifestaciones clinicas predominantes
comlnmente observadas. '
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3.2.1 Tularemia ulceroglandular y glandular

La tularemia ulceroglandular y glandular, son por mucho las formas mas
frecuentes de la enfermedad, estas formas se adquieren por transmisién vectorial
(picadura de artropodo), el contacto directo con un animal infectado, o por
contacto indirecto, como en el caso de herramientas utilizadas para la
manipulacion de animales. Aunque la adquisicidn por contacto directo puede
ocurrir en ausencia de lesiones visibles en la piel, las lesiones en la piel facilitaran
en gran medida la infeccion. *°

La presentacion ulceroglandular es la variante clinica mas rapidamente reconocida
de la tularemia, como se observa en las figuras 28, 29 y 30. La manifestacion
inicial a menudo es la presencia de adenopatias localizadas y dolorosas a la
palpacion, no obstante, una lesién cutanea puede aparecer antes de las
adenopatias, simultaneamente con ellas o uno a varios dias después y comienza
como una papula roja y dolorosa en una region que drena hacia los ganglios
linfaticos afectados. Esta papula mas tarde evoluciona hacia la necrosis y la
formacion de una tlcera dolorosa con un borde sobreelevado.

|
\ Figura 28. Pulgar con una ulcera tularémica de

la piel. **

Figura 29. Ulcera en la mano de un trampero,
infectada con Francisella tularensis. **
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Mas o menos al momento del inicio
de la fiebre, una pequefa papula
aparece, la cual puede comenzar
como una lesion eritematosa que es
hipersensible con la palpacion o
pruriginosa y dentro de unos dias se
convierte en una pustula rodeada por
una zona de inflamacién. Evoluciona
durante varios dias hasta
transformarse en una Ulcera de
bordes muy definidos que presenta
un exudado amarillo, generalmente

Figura 30. Ulcera cicatrizante en la ceja aparece sola, es eritematosa, esta

izquierda de un trampero que cazaba inflamada, no cicatriza al instante y
. 33 .

ratas almizcleras. tiene aspecto de sacabocados que

dura entre 1 y 3 semanas,
pudiéndose encontrar ocasionalmente varias papulas y pustulas. La ulcera puede
curarse pronto, dejando un area roja de 1 a 2 cm de diametro, con el eventual
desarrollo de una cicatriz que se asemeja a la vacunacion de los bacilos de
Calmette-Guérin (BCG). & °

La localizacién de la ulcera generalmente depende de la forma de adquisicion, por
lo que los contactos con animales tienden a asociarse con ulceras en la mano y el
antebrazo, mientras que las infecciones transmitidas por garrapatas se asocian
con ulceras en el tronco, el periné, las extremidades inferiores y la region de la
cabeza y cuello.

El término tularemia glandular solo se utiliza para indicar que en algunos casos, la
ulcera primaria no es detectable. La tularemia glandular se asocia con
linfadenopatias regionales dolorosas a la palpacién, pero sin una lesion cutanea
evidente, es un proceso idéntico a la enfermedad ulceroglandular, salvo que la
lesion cutanea se cura antes o es minima y por lo tanto pasa desapercibida. Los
ganglios linfaticos aumentados de tamafio pueden persistir por periodos
prolongados, y algunos pacientes ya no recuerdan el antecedente de exposicion o
de enfermedad febril. Por este motivo, la tularemia puede no ser considerada en el
diagnostico diferencial de algunos pacientes cuya manifestacion primaria es la
linfadenopatia. " 1°

A los pocos dias del inicio de la fiebre, el paciente percibira la ampliaciéon de un
ganglio linfatico, pronto se torna sensible y palpable, a menudo visible. '°
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Ademas de la fiebre y de los sintomas
inespecificos, el agrandamiento de los ganglios
linfaticos como se muestra en la figura 31, es
una causa importante de preocupacion, y a
menudo sera la razén por la cual el paciente
busque atencion médica; generalmente las
linfadenopatias cervicales y occipitales son
mas frecuentes en los nifos y las
linfadenopatias inguinales son mas frecuentes
en los adultos. Cuando se inicia la terapia
apropiada dentro de una semana después del
inicio de la enfermedad (es decir la fiebre), la
inflamacion del ganglio linfatico se resuelve sin
mas complicaciones, sin embargo cuando
existe un retraso en el tratamiento por mas de
2 semanas, el riesgo de supuracion del ganglio
linfatico es de 30 a 40% en pacientes con
tularemia ulceroglandular y glandular. Incluso
sin tratamiento, la tularemia ulceroglandular y
glandular son raramente fatales, pero puede
tomar una cantidad significativa de tiempo para

Figura 31. Agrandamiento de un

ganglio linfatico en un caso de
tularemia glandular. **

recuperarse, 4815

3.2.2 Tularemia oculoglandular

En esta forma clinica, los microorganismos de F. tularensis ingresan a través de la
conjuntiva, ya sea por el contacto con dedos contaminados o por salpicaduras y
aerosoles contaminados. Junto con fiebre y sintomas no especificos, los pacientes
presentan una conjuntivitis unilateral dolorosa, por lo general se expresa como una
intensa conjuntiva roja, que presenta multiples ndédulos amarillentos, papulas y
ulceras puntiformes; también existen lesiones granulomatosas, edema en la
conjuntiva palpebral, hinchazén de los parpados, lagrimeo excesivo, fotofobia y
secrecion mucopurulenta. La infeccion puede asociarse con linfadenopatias
dolorosas a la palpacion en las areas preauricular, submandibular o cervical,
cambiando por completo el contorno de la mejilla, como se observa en la figura 32,
inclusive puede producirse perforacion de la cornea. La pérdida de la vision es una
complicacion rara, pero puede observarse ulceraciones corneanas, dacriocistitis y
supuracion de los ganglios afectados. "% 1°
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Figura 32. Paciente con tularemia
oculoglandular. **

3.2.3 Tularemia orofaringea y digestiva

La ingestion de carne contaminada poco cocida, la inoculacion oral de bacterias a
partir de las manos en relacién con el despellejamiento y la limpieza del cadaver
de un animal o por consumo de agua y productos contaminados puede resultar en
la tularemia orofaringea y/o digestiva, dependiendo del sitio de colonizacién de los
tejidos del huésped. *

La tularemia orofaringea se encontré6 con mayor frecuencia en los nifios, en
comparacion con los adultos y puede afectar simultaneamente a varios miembros
de una misma familia.

El paciente presenta una estomatitis ulcerativa y faringitis exudativa, con o sin la
participacion de las amigdalas. Si las amigdalas se infectan, éstas se hinchan y
desarrollan una pseudomembrana de color amarillento-blanco, que puede
confundirse con la ocasionada por la difteria. EI examen fisico muestra
enrojecimiento, pustulas en boca y en mucosas faringeas. 815

La enfermedad esta relacionada con el cuello, debido a que se ven
comprometidos los ganglios linfaticos cervicales, preparotideos y retrofaringeos,
notablemente el agrandamiento de estos ganglios linfaticos es a menudo
unilateral, aunque en algunos casos puede ser bilateral, tal y como se muestra en
las figuras 33y 34. 815
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Figura 34. Adenopatia bilatera
Figura 33. Adenopatia unilateral.

Cuando el diagnéstico se retrasa, estos ganglios pueden supurar en un 40% de
los casos. '°

Asimismo, existen lesiones ulcerativas intestinales, adenopatia mesentérica,
diarrea, dolor abdominal, nausea, vomito y hemorragia digestiva. La gravedad
clinica de la tularemia digestiva varia desde la diarrea leve inexplicable vy
persistente en ausencia de sintomas adicionales hasta una enfermedad fulminante
y mortal, en estos casos, la extensa ulceracion intestinal observada en la
necropsia indica la existencia de un indculo de grandes proporciones. 8

3.2.4 Tularemia respiratoria

Las caracteristicas clinicas y radiolégicas de la tularemia respiratoria son muy
variables, lo que dificulta el diagndstico y en ocasiones, puede ocurrir sin signos
claros de neumonia, no obstante, esta enfermedad debe considerarse en el
diagndstico diferencial de una neumonia atipica en un paciente con antecedentes
de viajes a una regién endémica. " *

La tularemia respiratoria puede derivar de la inhalacion de un aerosol infeccioso
de F. tularensis, o bien de la propagacién secundaria a los pulmones y a la pleura
tras su diseminacion por el torrente sanguineo. La diseminacion hematogena a los
pulmones ocurre de 10 a 30% de los casos de tularemia ulceroglandular y en un
83% en los casos de tularemia tifoidea. '8
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Esta enfermedad puede asociarse con ciertas profesiones, como las labores de
granja y durante las actividades agricolas (se cree que la fuente de aerosoles
bacterianos proviene de los cadaveres de liebres, conejos, roedores y aves que
quedan en los campos después de la muerte por tularemia); también se ha
descrito en los trabajadores de laboratorio tras la exposicion a materiales
contaminados. "% 1°

La tularemia respiratoria es una enfermedad en la que desde el comienzo
predominan los signos y sintomas de infeccién pulmonar, igualmente, puede
presentar sintomas de neumonia, incluyendo tos no productiva, dolor en el pecho,
disnea, aumento en la frecuencia respiratoria, fiebre alta, inclusive, sintomas
inespecificos, como nauseas y vomitos. Las radiografias de térax suelen revelar la
presencia de infiltrados bilaterales irregulares (descritos como derivados
lobulares), infiltrados parenquimatosos lobulares, adenopatias hiliares y lesiones
cavitadas. Los derrames pleurales pueden contener un predomino de linfocitos o
de neutréfilos PMN y en ocasiones de eritrocitos. La tularemia respiratoria
secundaria generalmente afecta los Iébulos inferiores y suele ser bilateral, tal vez
debido a su origen hematdgeno, puede aparecer empiema (pus). Los pacientes
con neumonia pueden contener hemocultivos positivos para F. tularensis. '8

El curso de la tularemia respiratoria varia notablemente entre F. tularensis
tularensis y F. tularensis holarctica. °

En la tularemia respiratoria, ocasionada por la subespecie tularensis, la neumonia
es una condicién fulminante que, antes de la llegada de la terapia con antibioticos,
se asocid con una tasa de mortalidad del 30 al 60%. El inicio es repentino, con
fiebre alta, disnea, tos seca o productiva, faringitis, dolor de pecho, dolor de
cabeza, profusa sudoracion, somnolencia y debilidad general. La condiciéon es muy
grave y puede simular los signos y sintomas de la fiebre tifoidea, incluyendo
deterioro mental.

Personas que estuvieron expuestos a aerosoles de la subespecie tularensis,
desarrollaron enfermedad aguda de 3 a 5 dias, incluyendo sintomas sistémicos.
En la fase temprana, se pudieron encontrar infiltrados peribronquiales discretos,
seguido de infiltrados bronconeumoniales en uno o mas lobulos. El analisis de
rayos X, puede simular una amplia variedad de condiciones incluyendo la
neumonia neumocdcica, la tuberculosis, linfoma o carcinoma de pulmones. *°

Cuando la tularemia respiratoria causada por esta subespecie es secundaria a la
tularemia ulceroglandular o glandular, los sintomas de neumonia suelen aparecer
de 1 a 2 dias o hasta meses después de la aparicion de la enfermedad. ’
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La tularemia respiratoria ocasionada por la subespecie holarctica, se ha descrito
en brotes ocurridos en Suecia y Finlandia, donde se asocié con heno
contaminado. Los signos y sintomas generalmente son mas leves, la adenopatia
hiliar es un hallazgo comun, seguido por la infiltracibn neumodnica y derrame
pleural. En la figura 35 se muestran las adenopatias hiliares en la tularemia
respiratoria por la subespecie holarctica. '°

Figura 35. Adenopatia hiliar. Radiografia
alos 13 dias (A). ©°

Figura 35. Radiografia a las 10 semanas
después de haber empezado la
enfermedad y con éxito en el tratamiento
antibidtico (B).

Es poco probable que suceda la tularemia respiratoria como consecuencia
secundaria a algun otro tipo de tularemia en la subespecie holarctica. ’

Resultados | Enfermedades que causa Francisella tularensis



Tesis: Manual Integral de Diagndstico Microbioldgico de

S Francisella tularensis

3.2.5 Tularemia tifoidea

Historicamente, la forma tifoidea de la tularemia, se definié6 como una enfermedad
sistémica sin linfadenopatias ni ulceraciones. Esta definicion se remonta a la
época en que los medios de transmision de F. tularensis eran apenas conocidos,
no obstante, el uso continuo del término “tifoidea” parece ser injustificado y
confuso. 33

La tularemia tifoidea es una enfermedad aguda causada unicamente por F.
tularensis subespecie tularensis, y se tipifica como septicemia no asociada con
linfadenopatias significativas y cuyas manifestaciones no “encajan” en ninguna de
las otras formas principales de la tularemia, ademas de que puede ser adquirida
por cualquier via de transmision.

El cuadro sintomatico de la tularemia tifoidea puede consistir en cualquier
combinacion de fiebre con escalofrios, cefalea, mialgias, dolor de garganta,
anorexia, nauseas, vomitos, diarrea, dolor abdominal y tos. El examen fisico
puede revelar deshidratacion, hipotension, faringitis leve, adenopatias cervicales, y
dolor abdominal difuso a la palpacion, la hepatomegalia y la esplenomegalia son
infrecuentes durante la fase aguda, pero pueden observarse a medida que
progresa la enfermedad. La diarrea, un sintoma significativo solamente en la
tularemia tifoidea, se caracteriza por la eliminacion de heces blandas o acuosas,
aunque raramente sanguinolentas. En los nifios, el compromiso intestinal puede
ser mas grave y asociarse con areas focales de necrosis intestinal. En esta forma
de tularemia es frecuente el compromiso pleuropulmonar secundario, ya que se
documentd la presencia de infiltrados pulmonares o derrames pleurales hasta en
un 45% de los casos de tularemia tifoidea. En pacientes con un cuadro muy grave
pueden observarse hiponatremia, aumentos de los niveles séricos de creatina
fosfocinasa, mioglobinuria, piuria, insuficiencia renal y hemocultivos positivos.
Algunos pacientes pueden sufrir septicemia, lo cual produce una forma
rapidamente mortal de neumonia o meningitis. " * °

3.2.6 Otras manifestaciones

En las regiones endémicas donde se produce la enfermedad ocasionada por F.
tularensis tularensis, se describen condiciones que amenazan la vida como
endocarditis, pericarditis, peritonitis, y osteomielitis. 2
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de sospecha clinica, basado en un historial que confirme una posible

exposicion y en la situacion epidemiologica de la region. En cuanto a los
estudios de laboratorio de rutina, éstos son inespecificos debido a que el recuento
de leucocitos y la velocidad de sedimentacion globular (VSG) pueden ser
normales o estar elevados, en casos raros pueden detectarse trombocitopenia,
hiponatremia, aumento del nivel sérico de transaminasas, aumento del nivel de
creatina fosfocinasa, mioglobinuria y piuria estéril. EI microorganismo causal rara
vez es identificado en un extendido aplicando la tincién de Gram o en las biopsias
tisulares y no se desarrolla en los medios de cultivo convencionales, no obstante,
F. tularensis puede cultivarse a partir de muestras de sangre, liquido pleural,
biopsia de los ganglios linfaticos, raspados de las ulceras, esputo o material de
aspiracion gastrica, siempre y cuando se utilicen los medios de cultivo apropiados;
debido a lo anterior y a su potencial riesgo para el personal del laboratorio, toda
sospecha de tularemia debe ser comunicada debidamente al laboratorio
microbiolégico. En la actualidad existen métodos de diagnostico rapido
promisorios y entre ellos estan la tincion directa con anticuerpos fluorescentes
(DFA) de extendidos y muestras tisulares, la deteccion de antigenos en la orina, y
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), ésta ultima puede ser de gran
importancia para el diagndstico de tularemia en pacientes que ya estan recibiendo
una antibioterapia empirica, la confirmacion del diagndstico generalmente se
establece mediante estudios seroldgicos. La presencia de anticuerpos contra F.
tularensis puede demostrarse mediante pruebas de aglutinacion en tubo de

ensayo, microaglutinacién, y ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).
1,33

E n ultima instancia, el diagnostico de tularemia es dificil, depende del grado

4.1 Muestras de diagnéstico humanas

La eleccion de las muestras para las pruebas de diagndstico puede depender de
la forma de la enfermedad clinica de la tularemia ya mencionadas: glandular,
ulceroglandular, oculoglandular, orofaringea, digestiva, pulmonar y tifoidea, como
se muestra en el cuadro 4: °
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Cuadro 4. Eleccion de las muestras para pruebas de diagndéstico

dependiendo de la enfermedad clinica de la tularemia. *°

Muestra Forma clinica de la Comentario
tularemia
Sangre Todas Ninguno

Una primera muestra recogida
durante la infeccion, seguida de
una segunda muestra tomada en

Suero Todas el periodo de convalecencia (al
menos 14 dias mas tarde,
preferiblemente de 3 a 4
semanas después de |la
aparicion de sintomas).

Glandular,
Aspirados ulceroglandular y Muestras de ganglios linfaticos o
orofaringea lesiones.
Hisopos Ulceroglandular y Muestras de lesiones visibles o
oculoglandular areas afectadas.
Muestras de tejido de los
ganglios linfaticos. Debe evitarse
la incision de un ganglio linfatico
Glandular, afectado, durante la etapa aguda
Biopsias de tejido ulceroglandular y de la enfermedad ya que la
orofaringea experiencia indica que tal

intervencion pueda promover la
propagacion de la infeccion. Hay
poca experiencia en el valor de
las biopsias para el diagnostico.
Secreciones
respiratorias:
hisopados faringeos,
lavados o aspirados Orofaringea, Ninguno
bronquiales/traqueales,  pulmonar y tifoidea
esputo, acumulaciéon
de liquido pleural
Muestras de abscesos visibles,
Muestras de autopsia ganglios linfaticos, pulmones,
higado, bazo, liquido
cefalorraquideo y médula 6sea.
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4.2 Recoleccion, transporte y conservacion de muestras humanas

Las muestras se deben recoger antes de la administracion de antibioticos,
haciendo todo lo posible por reunir y conservar las muestras utilizando dispositivos
de recoleccion en envases y medios de cultivo apropiados y evitando condiciones
ambientales adversas (p. €j. exposicion al calor o frios extremos, rapidos cambios
en la presion o el secado excesivo), para que las bacterias permanezcan viables y
puedan ser recuperadas. Una muestra para cultivo todavia puede ser util, aun
cuando se hayan utilizado antibidticos f3-lactamicos u otros agentes inactivos
contra F. tularensis. & '°

Es conveniente recolectar volumenes adecuados (dependiendo del tipo de
muestra) para evitar falsos negativos debido a un volumen de muestra insuficiente.
Las muestras deben ser etiquetadas claramente con el nombre y apellidos del
paciente, numero de identificacion, fuente de la muestra, lugar, fecha, hora de la
recoleccion y las iniciales del colector; éstas deben ser entregadas al laboratorio
dentro de las primeras 24 horas, preferiblemente dentro de 2 horas, para reducir al
minimo la pérdida de viabilidad y en caso de transporte prolongado (> a 24 horas),
la supervivencia de F. tularensis es incierta. % ™°

4.2.1 Sangre

Se deben obtener dos o mas muestras de sangre venosa, preferiblemente de
sitios separados, en botellas de un sistema convencional de hemocultivo, tales
como el sistema BACTEC, y se transporta directamente al laboratorio a
temperatura ambiente. El hemocultivo debe mantenerse a la temperatura indicada
anteriormente hasta que se coloque en la incubadora. No refrigere. °

Si la sangre total se analiza por PCR, se recomienda no utilizar anticoagulante de
heparina, ya que puede inhibir la reaccién de PCR.

Aunque en las muestras de sangre pocas veces se realizan aislamientos de F.
tularensis, se ha sugerido que, por lo menos 3 ml de sangre sin anticoagulante, se
cultiven en cualquiera de los medios de agar recomendados (agar sangre glucosa
cisteina (GCBA), agar chocolate, agar Thayer-Martin modificado y agar corazén
cisteina con 9% sangre de oveja chocolate (CHAB). %°

4.2.2 Suero

El suero se obtiene por puncion venosa en un tubo separador libre de aditivos o
anticoagulantes, esto permite la coagulacién, posteriormente centrifugar a 10 000
revoluciones durante 10 minutos para la obtencion del suero. °
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Este procedimiento debe realizarse lo antes posible, preferiblemente dentro de las
primeras 24 horas a temperatura ambiente, el suero se transfiere en un tubo de
transporte de plastico y se puede almacenar de 2 a 8°C durante un maximo de 10
dias, o se puede congelar si la realizacion de la prueba se retrasa por un periodo
prolongado. °

4.2.3 Aspirado

Desinfectar con alcohol al 70% la superficie: de la pustula o absceso, de los
ganglios linfaticos en supuracion y de las areas que rodean a la ulcera antes de la
recoleccion de la muestra ya que la microbiota normal podria interferir con la
interpretacion de los resultados de los cultivos. '* %

El liquido de la pared de la pustula, el de la base de los ganglios linfaticos en
supuracion o el de la ulcera, se aspira con una aguja y jeringa estéril, pero si no
hay lesion primaria o si el microorganismo no se aisla de ella, los ganglios
linfaticos agrandados intactos pueden inyectarse con 2 ml de solucion fisiologica
estéril, aspirando y retirando el material. La muestra se transfiere a un tubo
también estéril en condiciones asépticas y se transporta a temperatura ambiente

hasta su procesamiento inmediato, pero si éste se retrasa se mantiene de 2 a 8°C.
15, 20

4.2.4 Hisopos

En la obtencion de muestras de fluido con hisopo estéril, es importante obtener la
mayor cantidad de liquido posible (comunmente la cantidad de muestra que se
obtiene suele ser inadecuada) y se transporta a temperatura ambiente hasta su
procesamiento inmediato, pero si éste se retrasa, se mantiene de 2 a 8°C. 15

El transporte de las muestras que estan destinadas para analisis por PCR, se
debe utilizar una solucidon tampdn que contiene un inhibidor de la nucleasa. Para el
cultivo, un aplicador de plastico con punta de rayén y un tubo conteniendo agar
Amies con carbon, mostré una buena conservacion. 15

4.2.5 Biopsia

Obtencion de una muestra de tejido: si la lesibn es grande o hay multiples
lesiones, se debe recoger varias muestras de sitios representativos, depositando
el tejido o raspado en un recipiente estéril. Para muestras pequefias, anadir
algunas gotas de solucion salina estéril para mantener humedo al tejido y
transportar a temperatura ambiente para su procesamiento inmediato, pero si éste
se retrasa, mantenga la muestra refrigerada de 2 a 8°C. '°
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En un muestreo invasivo, como en la incision de un ganglio linfatico hinchado, es
preferible evitarlo en la fase aguda de la enfermedad, ya que la experiencia indica
que tal intervencion puede promover la propagacion de la infeccion, no obstante,
hay poca experiencia en el valor de las biopsias para el diagndstico. 19

4.2.6 Esputo

La muestra de esputo se obtiene temprano por la mafiana, antes de que el
paciente beba agua o se cepille los dientes y se debe recolectar en recipientes
estériles con tapa de rosca. Transportar al laboratorio tan pronto como sea
posible, con la finalidad de reducir el crecimiento excesivo de la microbiota
comensal de la via oral, pero si la realizacién de la prueba se retrasa, manténgala
refrigerada de 2 a 8°C. °

Se ha obtenido un aislamiento mas constante con muestras de esputo. %
4.2.7 Autopsia

Obtenciéon de una muestra de tejido: si la lesion es grande o hay multiples
lesiones, se debe recoger varias muestras de sitios representativos, depositando
el tejido o raspado en un recipiente estéril. Para muestras pequenas, ahadir
algunas gotas de solucion salina estéril para mantener humedo al tejido y
transportar a temperatura ambiente para su procesamiento inmediato, pero si éste
se retrasa, mantenga la muestra refrigerada de 2 a 8°C. '

También se pueden preparar muestras fijadas con formalina, y éstas deben ser
envasadas por separado de muestras de autopsia no conservadas para
aislamiento bacteriano. '°

4.3 Examen directo

La deteccion de F. tularensis de material clinico como aspirados, biopsias de la
lesion ulcerativa y cultivos utilizando la tincién de Gram, es casi siempre negativa
ya que el microorganismo es muy pequefo y se tifie débilmente, como se observa
en las figuras 36 y 37. " 17:28.30

En algunos casos, la tincion de Gram realizada a partir de una muestra del
aislamiento de F. tularensis en los medios de cultivo, puede mostrar formas

cocoidales Gram negativas diminutas poco coloreadas, compactas e individuales.
20

Resultados | Diagndstico Microbiolégico de Francisella tularensis



Tesis: Manual Integral de Diagndstico Microbioldgico de

gy Francisella tularensis

Figura 36. Tincién de Gram de tejido hepatico
infectado con Francisella tularensis.

Figura 37. Tincién de Gram de Francisella :
tularensis aislada en cultivo. ** B

No obstante, se considera que las técnicas de tincion con anticuerpos
fluorescentes, son las mejores para la identificacion rapida, especifica y segura de
F. tularensis en exudados, esputo, impronta de tejidos, cortes tisulares y

preparaciones preservadas en formalina o parafina como se observa en la figura
38 15, 20, 21, 28, 48

Figura 38. Microfotografia de Francisella
tularensis con anticuerpos
fluorescentes. *
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4.4 Cultivo y aislamiento

El cultivo no es recomendable, puede ser peligroso para el personal de laboratorio
porque F. tularensis es altamente infeccioso, ya que logra penetrar a través de la
piel intacta o de las superficies mucosas (p. €j. conjuntiva) existiendo un elevado
riesgo de infeccion por inhalacién, por lo que es importante notificar al laboratorio
que se sospecha de tularemia, se deben tomar precauciones necesarias. Los
cultivos deben manejarse con guantes, usando mascarilla de seguridad vy
procesandose en campanas de flujo laminar. 2% 3% 3

Aunque el cultivo no se recomienda, F. tularensis se puede aislar a partir de
aspiracion de Uulceras, aspiracidon de ganglios linfaticos, exudados faringeos,
exudados purulentos de las ulceras, raspados de la conjuntiva, raspados de las
ulceras, lavados faringeos, esputo, liquido pleural, secreciones bronquiales,
lavados gastricos y muestras de biopsia del bazo, médula 6sea y otros tejidos
infectados. Los cultivos de sangre casi nunca tienen éxito, pero conviene
realizarlos. 2,9, 20, 22, 30, 33, 48

Las muestras clinicas que contienen cantidades masivas de bacterias viables de
F. tularensis dan un desarrollo gris, liso, confluente y opaco en 18 horas. Cuando
hay relativamente pocos microorganismos presentes pueden aparecer colonias
puntiformes a las 24 horas de la inoculacion, desarrollandose hasta colonias
blanco-grisaceas a gris-azulado, lisas, opacas, planas, con borde entero, con
superficie brillante de 1 a 1.5 mm en 48 horas. La incubacion durante 72 a 96
horas da colonias de 3 a 4 mm de didmetro, estas caracteristicas se resumen en
el cuadro 5. Este aislamiento de F. tularensis es posible cuando se cultiva en los
medios recomendados: agar sangre glucosa cisteina (GCBA), agar Thayer-Martin
modificado y agar chocolate como se observa en las figuras 39 y 40. > 2030

Como se menciona anteriormente, las colonias comienzan apreciarse después de
1 a 4 dias pero existe la posibilidad que se requiera mas tiempo, por lo tanto, se
debe notificar al laboratorio la sospecha de una infeccidn por F. tularensis debido a
que puede desarrollarse lentamente y podria pasarse por alto si los cultivos no se
incuban durante un periodo prolongado. Consecuentemente un cultivo no debe
considerarse negativo hasta que no hayan transcurrido tres semanas, en este
caso las placas de cultivo deben guardarse en bolsas de polietileno para reducir la
desecacién durante el prolongado tiempo de incubacion. % '+ 2148

Ademas de los medios recomendados, F. tularensis también puede desarrollarse
en otros medios de cultivo como en el agar BCYE (Agar extracto de levadura de
carbon amortiguado) mostrando colonias blanco-azul a gris, lisas, planas, enteras
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y brillantes a las 72 horas de incubacién como se aprecia en la figura 41. >4

Gran cantidad de bacterias viables:

m A las 18 horas crecimiento gris F Alas 48 horas:
opaco confluente Color blanco-grisaceo a gris-
. . azulado
Pocas bacterias viables: Lisas
A .Ias 24 horas colonias Opacas
puntiformes Planas

A las 48 horas miden de 1 a 1.5
mm de diametro
De 72 a 96 horas miden de 3 a 4
mm de diametro

Borde entero
Superficie brillante

Figura 40. Morfologia colonial de
Francisella tularensis en Agar chocolate
a las 72 horas de incubacién. *

Figura 39. Modelo de Agar chocolate con el
cultivo de Francisella tularensis. *°

En los medios que contienen sangre, se distingue una coloracion verdosa
alrededor del desarrollo confluente o de las colonias (a-hemdlisis) que miden de 1
a 2 mm de diametro, pero no se produce una hemdalisis verdadera (l3-hemadalisis),
como se observa en la figura 42. En los medios agar con yema de huevo
coagulado las colonias aparecen después de 24 a 48 horas, son redondas
generalmente de 1 mm de diametro, convexas de aspecto mucoide, mientras que
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en el agar cisteina peptona (PCA) se logran colonias no pigmentadas de 1 a4 mm
de 4 a 5 dias. 281" %

Figura 41. Morfologia colonial de
Francisella tularensis en BCYE a las 72
horas de incubacion.

Figura 42. Cultivo de Francisella tularensis
en Agar sangre de oveja a las 48 horas de
incubacion.

La morfologia de las colonias en los medios de cultivo mencionados anteriormente
no es distintiva para F. tularensis, no obstante, el siguiente medio proporciona un
desarrollo caracteristico para esta bacteria. '°

El agar corazon cisteina con 9% sangre de oveja chocolate (CHAB), es un medio
no selectivo utilizado para el aislamiento primario de F. tularensis. El medio CHAB
proporciona la identificacion presuntiva de F. tularensis, debido a que el
microorganismo muestra un desarrollo caracteristico en este medio: colonias
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blanco-verdosas de 2 a 4 mm de didametro, con un brillo opalescente de 24 a 48
horas después de su cultivo, como se muestra en las figuras 43 y 44, estas
caracteristicas se resumen en el cuadro 6. El medio CHAB suplementado con
antibiéticos (CHAB-A) mejora de manera significativa la tasa de recuperacion a
partir de materiales que puedan estar contaminados con otros microorganismos. 15

Figura 43. Modelo de Agar corazén cisteina Figura 44. Morfologia colonial de Francisella

con 9% sangre de oveja chocolate (CHAB)
con el cultivo de Francisella tularensis. *°

tularensis en el medio CHAB a las 48 horas
de incubacion. *

Cuadro 6. Morfologia colonial de Francisella tularensis en el medio CHAB. *°

M De 24 a 48 horas miden de 2 a 4 mm de diametro

M Color blanco-verdosas

1 Brillo opalescente

™ Después de 48 horas las colonias son densas de consistencia butirosa

La multiplicacion es mas rapida a 37°C, pero puede desarrollarse en un intervalo
de temperaturas que oscilan entre 24 y 39°C. Aunque es un anaerobio facultativo,
puede aislarse mejor bajo condiciones aerobias y con un pH éptimo de 6.9. El
desarrollo puede estimularse con suplementos de CO,. "> 2’

Una caracteristica del desarrollo de F. tularensis es su requerimiento de cisteina (u
otros compuestos sulfhidrilos) en cantidades que sobrepasan la concentracion
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presente de forma habitual en los medios nutritivos, sin embargo, es importante
sefalar que el desarrollo de algunas cepas como lo son F. tularensis novicida y F.
philomiragia no requieren necesariamente la presencia de cisteina o un medio de
cultivo enriquecido, por tanto, pueden ser aislados en medios solidos
microbiolégicos generales incluyendo el agar sangre de carnero. ' 1> 2131

Las subespecies tularensis, holarctica y mediasiatica exhiben un desarrollo lento y
si requieren de los compuestos sulfhidrilo. Estas tres subespecies pueden ser
aisladas a partir del cultivo de tejidos en agar sangre de carnero, sin embargo, los
medios enriquecidos con cisteina son muy recomendables para el subcultivo, ya
que estos microorganismos dejaran de desarrollarse en cultivos posteriores a
partir de los aislamientos de agar sangre.®

El cultivo directo de cantidades adecuadas de muestras clinicas en medios
apropiados es generalmente suficiente para aislar a F. tularensis y tiene la ventaja

de ser mas rapido y menos riesgoso que la inoculacién de animales de laboratorio.
20

Los hemocultivos suelen ser negativos, pero cuando son positivos F. tularensis
puede detectarse en el curso de 2 a 5 dias. No debe descartarse hasta que no
haya transcurrido una semana. >4 1728

4.5 Pruebas de identificacion para Francisella tularensis
4.5.1 Tinciones

Como se ha mencionado, el resultado de la deteccion de F. tularensis en material
clinico utilizando la tincion de Gram, es casi siempre negativa, ya que el
microorganismo es muy pequeio y se tifie débilmente. Aunque, cabe mencionar
que en algunos casos por medio de esta técnica se puede observar formas
cocoidales Gram negativas diminutas poco coloreadas, compactas e individuales,
como se muestra en la figura 45. ' 17 28.30

El examen minucioso de estos microorganismos bien separados en la periferia del
area tenida muestra que las formas cocoidales son en realidad los componentes
bipolares del microorganismo en forma de bacilo, separados por un area central
aun mas débilmente tefida. & %

F. tularensis es un poco dificii de tedir pero puede observarse en las
preparaciones coloreadas por Giemsa, también utilizando colorantes como carbol-
fucsina o azul de metileno como se observa en la figura 46. 4> 48
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i L . Figura 46. Tincion con azul de metileno
Figura 45. Tincién de Gram de Francisella

s de Francisella tularensis. *°
tularensis.

También se puede utilizar una tincion fluorescente, en este caso como la tincidon
con naranja de acridina para poder observarlos a partir de una muestra de
hemocultivo positivo, dado que estos microorganismos se tifien de manera
deficiente con la tincién de Gram. "’

Asimismo, las técnicas de impregnacion argéntica (de Steiner, Dieterle, Warthin-
Starry) aumentan la probabilidad de detectar microorganismos de F. tularensis, por
lo general presentes en el interior de los macréfagos y las células epitelioides.

4.5.2 DFA: Anticuerpos fluorescentes directos

Las técnicas de tincion con anticuerpos fluorescentes, son las mejores para la
identificacion rapida, especifica y segura de F. tularensis en muestras de
exudados, esputo, impronta de tejidos, cortes tisulares y preparaciones
preservadas en formalina o parafina. 2% 212848

El ensayo de anticuerpos de fluorescencia directa (DFA) se basa en la interaccion
entre anticuerpos monoclonales o policlonales de conejo anti-F. tularensis
acoplados a moléculas fluorescentes y el lipopolisacarido (LPS) de F. tularensis.
Es un ensayo rapido que se puede utilizar para la deteccidén presuntiva (una
muestra es DFA-positivo) y confirmatoria (el microorganismo es recuperado y da
como resultado DFA-positivo) de esta bacteria. Un resultado DFA-positivo se
observa muy brillante, con una intensa coloracion sobre la totalidad de la
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superficie de la célula bacteriana, como se muestra en las figuras 47 y 48. Las
células de F. tularensis son pequenas (miden de 0.2 por 0.2 a 0.7 ym) pueden
aparecer como células pleomorficas, aunque generalmente suelen visualizarse
como formas cocoidales. ' °

Figura 47. Francisella tularensis tefiida
con DFA a 630X. *°

Figura 48. Francisella tularensis tefiida
con DFA a 1000X. *°

4.5.3 Antigeno urinario

El analisis de orina para el antigeno de F. tularensis ha proporcionado resultados
promisorios en los ensayos clinicos, pero aun no se cuenta con los protocolos e
instalaciones necesarias para realizar este tipo de prueba. ®

4.5.4 Serologia

El diagnédstico de la infeccion debe ser fundamentalmente clinico, basado en un
historial que confirme una posible exposicion y en la situacidén epidemiolégica de la
region. El diagndstico microbiolégico directo es complejo, derivado de las
necesidades nutricionales del patégeno y a la especial peligrosidad de su manejo
en el laboratorio, por lo que el diagnéstico de la tularemia se basa
fundamentalmente en el estudio serolégico o diagndstico indirecto, poniendo en
evidencia los anticuerpos aglutinantes, comprobando el incremento del titulo entre
el suero obtenido en la fase aguda y el obtenido en la fase de convalecencia
(seroconversion). 1> 47

La presencia de anticuerpos contra F. tularensis puede demostrarse mediante
pruebas de aglutinacion en tubo de ensayo, microaglutinacion, y ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). '
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Generalmente las respuestas de anticuerpos (IgM, 19G e IgA) contra F. tularensis
se detectan en pacientes con titulos de 1:40 hacia la segunda semana de la
enfermedad, pero éstos se incrementan de 1:320 hasta 1:640 de tres a cuatro
semanas y de cuatro a doce semanas el titulo puede aumentar de forma brusca
hasta llegar a un maximo de mas de 1:1280. Los titulos elevados pueden persistir
durante mas de 10 afios después de la infeccion, estableciéndose en 1:20 a 1:80,
por lo que dificulta de alguna manera la distincion de una infeccidn previa y la
enfermedad actual, sin embargo la demostracion de un titulo ascendente puede
confirmar la existencia de infeccion reciente. & 1 14 15.21.43

Los titulos de aglutinacién para el diagnostico de tularemia son establecidos de
forma arbitraria por cada laboratorio. El diagndstico presuntivo de tularemia es
sustentado por un titulo de aglutinacién en la fase aguda de 1:40 a 1:160 en
presencia de un cuadro clinico caracteristico, pero estos niveles también pueden
indicar una infeccién anterior o actual. El diagnéstico definitivo requiere un
aumento del titulo de anticuerpos de cuatro veces o0 mas entre las muestras
séricas de la fase aguda (1:160) y la fase de convalecencia (1:640 o mas): la
demostracién de este aumento puede requerir la repeticion del estudio serolégico
cada 7 a 10 dias. El tratamiento antibidtico, iniciado antes de la confirmacién
seroldgica del diagndstico, no impide el desarrollo de un titulo diagnéstico. ™ 12

F. tularensis comparte antigenos somaticos con Brucella, Proteus y Yersinia, por
lo cual, los anticuerpos contra F. tularensis pueden reaccionar en forma cruzada
con especies de Brucella: B. abortus y B. melitensis, la cepa Proteus OX19 y
especies de Yersinia (Y. enterocolitica), pero los titulos de anticuerpos contra F.
tularensis casi siempre son mas altos y el tratamiento del suero con ditiotreitol
anula la mayoria de las otras reacciones. " 48

La prueba seroldgica para anticuerpos aglutinantes contra F. tularensis en general
no se incluye en los estudios de rutina de las aglutininas febriles. Los antigenos
utilizados para medir la respuesta inmune contra F. tularensis incluyen: LPS, una
fraccion de carbohidratos-proteinas de la membrana externa (OM) y células
muertas. Los reactivos comercializados reaccionan con las subespecies tularensis
y holarctica pero no con otras subespecies ni con F. philomiragia. ' '* '°

4.5.5 PCR: Reaccion en cadena de polimerasa

En la actualidad la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se ha utilizado
como un instrumento de investigacion, para detectar ADN de F. tularensis en
multiples muestras clinicas. ®
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La técnica de PCR representa una opcion valiosa, dado que los extendidos y
cultivos a menudo son negativos, el aislamiento microbiolégico estandar es
riesgoso para el personal del laboratorio y el diagndstico serolégico puede tardar
varias semanas. Los estudios preliminares efectuados en modelos murinos y otros
modelos animales demostraron que la PCR es una herramienta eficaz para el
diagnostico de una infeccion por Francisella.

Dolan y colaboradores utilizando PCR, demostraron la positividad del material
aspirado de ganglios linfaticos aun después del tratamiento con antibidticos,
consecuentemente, la tecnologia de PCR puede ser util para el diagnéstico de
tularemia en pacientes que ya estan recibiendo una antibioterapia empirica
supresora. '

La mayoria de la pruebas de PCR para F. tularensis han sido dirigidas a los genes
que codifican para la sintesis de proteinas de la membrana externa (OM) como la
proteina fopA o la lipoproteina TUL4. El ensayo de PCR con TUL4 ha sido
validado con muestras de heridas de pacientes con tularemia ulceroglandular, y
permite identificar a nivel especie dentro del género Francisella, ya que F.
tularensis puede amplificar el producto TUL4 (386 pb), mientras que F.
philomiragia no puede hacerlo, debido a que no posee el gen necesario (gen IpnA)
para la sintesis de esta lipoproteina. '°

Sjostedt y colaboradores examinaron hisopados de heridas de pacientes
infectados y obtuvieron con la PCR TUL4 una sensibilidad del 73%. " 1°

En la actualidad, se ha desarrollado el ensayo de PCR TagMan multiplex en
tiempo real para F. tularensis, incrementando la especificidad y la rapidez en los
ensayos de PCR convencionales, proporcionando una mayor sensibilidad en el
analisis de muestras donde el numero de microorganismos presentes sea muy
bajo. Este ensayo se ha evaluado con los tejidos de animales y un numero
limitado de muestras humanas. Los blancos son los genes que codifican para el
16S rARN (cuya secuencia esta conservada para el género Francisella), la
lipoproteina TUL4 y una proteina de 23 kDa (igIC)."

4.5.6 Caracterizaciéon bioguimica

Existen diferencias en la reactividad bioquimica entre especies y subespecies
como se explica en el cuadro 7. La prueba de oxidasa se puede utilizar para
diferenciar entre F. tularensis y F. philomiragia. "
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Cuadro 7. Caracteristicas bioquimicas de las especies y subespecies del
, 15

género Francisella. '°

Caracteristicas Subespecies de F. tularensis F.
philomiragia

tularensis | holarctica | mediasiatica | novicida
Requerimientos + + + - -
de cisteina
Formacion de
acido a partir
de:
D-glucosa + + - +
Maltosa + + - -
Sacarosa - - - +
Glicerol + - + +
Produccion de
citrulina + - + + ND
ureidasa
Reduccion del - - - - -
nitrato
Oxidasa® - - - - +
Ureasa - - - - -
Produccién de F - - - +
H»>S en agar TSI
Desarrollo en
caldo nutriente - - - v v
con NaCl al 6%
Motilidad - - - - -
Hidrélisis de la - - - - v
gelatina
Tamaiio celular 0.2- 0.2- 0.2- 0.7X1.7 0.7X1.7
(um) 0.7X0.2 0.7X0.2 0.7X0.2
& Utilizando la prueba de Kovacs, negativa con la prueba de la citocromooxidasa;
v, variable o retardada; +9, débilmente positivo; ND, no disponible.

+
o

+ |+

F. tularensis es inerte bioquimicamente, utiliza pocos azucares (glucosa, maltosa,
manosa, sacarosa y fructosa) y los degrada de forma lenta, con la produccién de
acido pero no de gas. No reduce el nitrato, es oxidasa y ureasa negativo, tampoco
produce H,S sobre agar de hierro azucar triple (TSI) en la mayoria de las
subespecies y es débilmente catalasa-positivo. * " 1°
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Forma &acido sulfhidrico en los medios con cisteina. La produccion de citrulina
ureidasa y de acido a partir del glicerol sirven para distinguir a F. tularensis
tularensis de F. tularensis holarctica que es menos virulenta, no obstante, la

caracterizacion bioquimica no es necesaria ni se recomienda para la identificacion.
20, 22

4 5.7 Sensibilidad a antimicrobianos

F. tularensis no puede someterse a las pruebas estandarizadas de la sensibilidad
a los antibidticos porque este microorganismo no se desarrolla en los medios de
cultivo empleados habitualmente para estos estudios de laboratorio, sin embargo,
se han realizado algunas pruebas de sensibilidad basadas en el uso de tiras de

plastico que contienen un gradiente de antibiético predefinido (método E-test). 8 15,
17

Practicamente todas las cepas de F. tularensis son sensibles a la estreptomicina,
a la gentamicina y a la mayoria de los aminoglucésidos. La kanamicina tiene un
efecto similar al de la estreptomicina, por lo cual también se ha considerado como
el segundo mejor antibiético contra estos microorganismos. ™ 1722

4.5.8 Pruebas complementarias

Son utiles para la identificacion de subespecies a partir de cultivos confirmados
como F. tularensis, convirtiéndose en una herramienta importante para el avance
de la investigacién epidemioldgica. *°

l. Tipificacidon molecular

La tipificacion molecular se realiza a través de la técnica de PCR TagMan en
tiempo real e identifica principalmente a las subespecies de F. tularensis en base a
las diferencias del tamafio de amplificacién de ADN. *°

Los nombres de los iniciadores o primers y el tamano esperado de los productos
de amplificacion para las subespecies se muestran a continuacién en el cuadro 8.
Es importante destacar que estas pruebas soélo se han validado con un namero
limitado de cepas, por lo que se recomienda utilizar métodos independientes para
la verificacion de las subespecies. '°
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Cuadro 8. Métodos de reaccidon en cadena de polimerasa (PCR) para

diferenciar subespecies de F. tularensis. *°

Tamafo del producto en pares de bases (pb)

Nombre del
primer Subespecies de F. tularensis F. philomiragia
tul? hol® med® nov®
Ft-M19 250 220 250 +250 NA
ISFtu2 390 1248 ND 390 NA
pdpD-2 280 NA ND 136° ND
2 tularensis.
® holarctica.
° mediasiatica.
4 novicida.

® Prueba realizada unicamente a una cepa de F. tularensis novicida.
ND, no disponible; NA, no amplifico.

El tamano de los fragmentos de PCR Ft-M19 es de 250 pb para las subespecies
tularensis, mediasiatica y novicida, mientras que las cepas de la subespecie
holarctica dan como resultado un producto de 220 pb. ™

Para la subespecie holarctica la PCR ISFtu2 detecta una situacién unica, mientras
que la PCR pdpD-2 esta dirigida especificamente a la subespecie tularensis. '°

4.6 Resumen: Marcha diagndstica

El diagnostico de tularemia es dificil, depende del grado de sospecha clinica,
basado en un historial que confirme una posible exposicion y en la situacion
epidemioldgica de la regién, apoyado de algunos métodos de diagndstico rapido
promisorios como la tincion con DFA de extendidos y muestras tisulares, la
deteccion de antigenos en la orina y PCR. No obstante, la confirmacion del
diagndstico de tularemia generalmente se establece mediante estudios
serologicos, demostrando la presencia de anticuerpos contra F. tularensis. 1,33
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Cuando un aislamiento en un medio de cultivo ha sido confirmado como F.
tularensis, se pueden utilizar una serie de pruebas complementarias para realizar
una identificacion mas precisa de subespecies. Aunque no es necesario confirmar
las subespecies para el diagnéstico de la tularemia, si lo es para fines de
investigacion epidemiolégica.

A continuacion se expone una marcha diagndstica para la identificacion de
Francisella. "

Diagrama 1.- Marcha diagndstica para la identificaciéon de Francisella tularensis. *°

Diagndstico de tularemia:

sospecha clinica, posible
exposicion y epidemiologia

Muestras de: sangre, suero,
secreciones respiratorias,
aspirados, biopsias, etc.

I

Cultivo: GCBA, agar

chocolate, agar Thayer-
Martiny CHAB por 1 a 4
dias a 37°C

DFA, Antigeno urinario,
PCRy Serologia

Aislamiento: Poco
No hay identificacion aislamiento con
aislamiento conDFAYy microbiota o
Gram contaminacion

Continuar Utilizar medios
incubacién PCR: con
hasta 3 identificacion antibidticos:
semanas antes de todas la cepas
de reportarlo subespecies poseen [3-
como negativo lactamasas
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4.7 Diagnostico diferencial

La tularemia se puede confundir con una serie de enfermedades como se explica
en el cuadro 9. Entre ellas estan una amplia variedad de condiciones que se
presentan con fiebre y agrandamiento de los ganglios linfaticos (brucelosis, peste
bubdnica, pasteurelosis, rickettsiosis, entre otras). Cuando la epidemiologia es
sugerente, la tularemia se debe considerar en cualquier caso de fiebre de origen
desconocido. "

Si un paciente de una region endémica presenta fiebre, lesiones cutaneas
ulcerativas y ganglios linfaticos grandes e hipersensibles con la palpacién, debe
establecerse un diagnéstico de presuncidn de tularemia y realizarse pruebas
diagndsticas de confirmacion e instaurarse el tratamiento apropiado. Al considerar
la posibilidad de tularemia en un paciente con el mismo cuadro clinico en una
region no endémica, es importante definir si el paciente ha tenido contacto con un
animal infectado. " ™

El grado de sospecha de tularemia sera especialmente alto en el caso de
cazadores, personal de laboratorio, agricultores, trabajadores de la industria de
pieles, personal a cargo de la cria de animales, veterinarios, carniceros y los
sujetos expuestos a garrapatas y otros artropodos picadores.

5, 8, 21

1,8,13,15

Cuadro 9. Diagndstico diferencial por via de adquisicion.

Enfermedad Vias Diferencia con la tularemia

Ulc- Ocu Oro Tif Res
2 3 4 5

gla
Una enfermedad por estafilococos como la
forunculosis se asocia a menudo, pero no
Estafilococos + presenta sintomas generales como la

tularemia.

Una enfermedad por estreptococos
generalmente se asocia con una intensa
inflamacién local, incluyendo la erisipela o
Estreptococos [ES lesiones menos extensas como en el
impétigo, mientras que la lesién de la piel por
tularemia es notablemente leve y limitada en
tamano.
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Cuadro 9 (continuacion)

Antrax

Virus de la
inmuno-
deficiencia
humana (HIV)

Citomegalo-
virus (CMV)

Virus de
Epstein-Barr
(EBV)

Pasteurelosis

Enfermedad
por
Micobacterias
no
tubérculosas
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El antrax cutédneo estd asociado con una
ampolla en la piel que evolucionara a la
necrosis. Aunque es similar a la ulcera de la
tularemia, la lesion por antrax es indolora,
que se vincula con un danio tisular extenso. El
antrax respiratorio se desarrolla mas
rapidamente que la tularemia llegando a un
estado mortal téxico y esto se produce
independientemente de la terapia antibiética.
No obstante, en el examen radiologico del
antrax se observa un ensanchamiento
mediastinico debido al edema y a la
hemorragia, que no puede ser faciimente
distinguido de la linfadenitis mediastinica que
se presenta en la tularemia.

La expresion clinica del HIV es muy variable,
con fiebre y ganglios linfaticos inflamados;
ensayos con antigenos y/o anticuerpos son
confirmativos.

Es una enfermedad febril con agrandamiento
de los ganglios linfaticos; ensayos con
antigenos y/o anticuerpos son confirmativos.

Es una enfermedad febril con agrandamiento
de los ganglios linfaticos; ensayos con
anticuerpos son confirmativos.

La pasteurelosis suele ser resultado de
mordeduras o arafiazos de perros y gatos, se
asocia con una intensa inflamacion local,
incluyendo eritema y edema. La inflamacion
local es mas pronunciada y las
linfadenopatias son menos prominentes que
en la tularemia. Pasteurella multocida es
facilmente aislada a partir de muestras de
heridas.

La enfermedad por micobacterias no
tuberculosas puede presentarse con el
mismo tipo de linfadenopatias locales como
la tularemia, aunque con un ritmo mucho mas
lento en el desarrollo. Una enfermedad por
micobacterias se confirma mediante la
demostracion de bacilos acido-alcohol
resistentes, cultivo de bacterias y PCR.
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Enfermedad

por +
Rickettsias

Toxoplasmo- +
sis

Enfermedad
por Arahazo + +
de gato

El grupo de la fiebre por rickettsiosis,
incluyendo la fiebre moteada de las
Montafias Rocosas en América del Norte y la
fiebre boutonneuse en la regién del
Mediterraneo y Africa, ambas presentan
cuadro febril, manifestaciones en la piel y son
transmitidas por garrapatas. La fiebre de las
Montafias Rocosas normalmente implica un
exantema, y la boutonneuse el desarrollo de
escaras. La rickettsiosis es confirmada por la
demostracion de anticuerpos seéricos.

Es una zoonosis que puede mostrar fiebre y
ampliacién de ganglios linfaticos, se confirma
con la demostracion de anticuerpos séricos.
La enfermedad es causada por Bartonela
henselae y es adquirida por contacto con
gatos, mas a menudo con los aranazos. La
principal lesién de la piel y la inflamacién de
los ganglios linfaticos son similares a la
tularemia, pero la fiebre y otros sintomas
sistémicos son menos pronunciados. La
confirmaciéon en el laboratorio no es facil,
aunque el cultivo de sangre puede tener
éxito.

La peste bubdnica se desarrolla dentro de 2 a
6 dias de exposicion, por la picadura de una
pulga. Los bubones, son los ganglios
linfaticos que se vuelven extremadamente
inflamados y dolorosos. El curso de la
enfermedad es por lo general mas rapido, y
con sintomas mas fulminantes que los de la
tularemia ulceroglandular. El shock séptico
puede sobrevenir, asemejandose a un shock
asociado con la septicemia Gram negativa.
La peste neumodnica es rapidamente
fulminante y fatal; con producciéon constante
de esputo acuoso o purulento, hemoptisis,
insuficiencia respiratoria y shock séptico. La
peste se sospecha por circunstancias
epidemiolégicas y se demuestra por el
aislamiento del agente causal.
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Cuadro 9 (continuacion)

La difteria es causada por Corynebacterium
diphtheriare, hay fiebre, eritema de la faringe
seguido de la aparicién de manchas blancas
O grisaceas que coalescen hasta formar
membranas delgadas asimétricas que
involucran la uvula y el paladar blando. En la
Difteria + tularemia orofaringea, cuando las amigdalas
se infectan, éstas se hinchan y desarrollan
una pseudomembrana de color amarillento-
blanco, que puede confundirse con Ila
ocasionada por la difteria. La difteria puede
ser confirmada por cultivo, pruebas de
toxigenicidad (prueba Elek) y amplificacion de
acidos nucleicos.
La brucelosis es una zoonosis febril que
puede mostrar algunos signos y sintomas
Brucelosis + especificos. Puede ser confirmada por cultivo
de sangre y serologia.
El sindrome pulmonar por hantavirus, es un
sindrome febril pulmonar o cardiopulmonar,
que cursa con una insuficiencia respiratoria
Enfermedad + de rapida progresion; que se transmite por
por Hantavirus aerosoles de roedores y ocurre en América.
La enfermedad por hantavirus es confirmada
por serologia.
Es una zoonosis febril que se propaga
Leptospirosis predominantemente en los roedores. Se
confirma por lo general por serologia.
La neumonia atipica causada por
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia
pneumoniae o Legionella pneumophila puede
parecerse a la tularemia respiratoria. Las
Neumonia circunstancias epidemiolégicas, incluyendo la
atipica +  distribucion entre seres humanos
(Mycoplasma y Chlamydia), y la asociacion
con el riego, los sistemas de aire
acondicionado y las duchas (Legionella)
pueden ser sugerentes. Por lo general, la
serologia sera confirmativa.

4

glandular; < Ocular; ° Orofaringea; " Tifoidea; > Respiratoria.
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Tratamiento

pesar de la mejoras en el tratamiento en las ultimas décadas, la tularemia

ocasionada por F. tularensis tularensis se sigue asociando con un resultado

de muerte. En pacientes con fiebre prolongada de origen desconocido, a
menudo se inicia, un ensayo empirico con antibiéticos betalactamicos, pero éstos
no afectan a F. tularensis y consecuentemente no tienen ningun efecto en el curso
de la enfermedad. En la actualidad, no existe una vacuna disponible contra la
tularemia, por lo tanto la deteccién precoz y el tratamiento adecuado de la
enfermedad con antibiéticos es sin duda alguna esencial. ™

5.1 Aminoglucdsidos
e Estreptomicina

Hace varios afos la estreptomicina se establecido pronto como el farmaco de
eleccion para el tratamiento de la tularemia, aunque en la actualidad, ya no se
utiliza ampliamente en la medicina humana debido a su potencial para causar
toxicidad y a una frecuente aparicién de reacciones de hipersensibilidad entre el
personal involucrado en su administracion. Ya no esta facilmente disponible, y en
gran medida ha sido sustituida por otros aminoglucdsidos, no obstante, sigue
siendo el farmaco de eleccion para el tratamiento de la meningitis por tularemia,
ademas se le considera como un bactericida in vitro y altamente eficaz contra F.
tularensis. En la literatura se documentaron 224 casos tratados con
estreptomicina, de los cuales 217 respondieron al tratamiento, no ocurrieron
recaidas, y los fracasos se limitaban a los casos mas graves, con mayor
frecuencia los que padecian disfuncion renal. ™

La dosis minima eficaz de estreptomicina en la tularemia es de 7.5 a 10 mg/kg por
via intramuscular (IM) cada 12 horas durante 7 a 14 dias, mientras que en los
casos muy graves pueden administrarse 15 mg/kg cada 12 horas durante 7 a 10
dias. Los regimenes pediatricos son similares: 30 a 40 mg/kg/dia por via IM
divididos en dos aplicaciones durante un total de 7 dias. Las dosis de
estreptomicina deben ser corregidas en presencia de insuficiencia renal.

e Gentamicina

Para combatir la tularemia, la gentamicina es actualmente la alternativa preferida y
es mayormente utilizada para el tratamiento parenteral en los casos mas graves
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de tularemia que requieren hospitalizacion. Una desventaja acerca de este
antibiotico, es la escasa penetracion que tiene sobre las células bajo condiciones
in vitro, no obstante, es introducido poco a poco por pinocitosis, ademas de que en
los ensayos de susceptibilidad en sistemas celulares in vitro, muestran que la
gentamicina es capaz de matar intracelularmente a F. tularensis. En una revision
de la literatura, 36 pacientes fueron tratados con gentamicina, de los cuales 31 se
curaron, y solo ocurrieron 2 recaidas, debido a que un paciente solo fue tratado
por 6 dias, y el otro se sometido a tratamiento con un retraso de 43 dias. En
pacientes pediatricos, indujo respuestas terapéuticas satisfactorias y no se asocio
con recaidas ni fracasos terapéuticos. " 1°

La gentamicina se administra por via intravenosa (IV) en dosis de 3 a 5 mg/kg/dia
en varias aplicaciones diarias durante 7 a 14 dias y las dosis deben ser corregidas
en presencia de insuficiencia renal. '

5.2 Cloranfenicol

Es considerado un bacteriostatico y en la actualidad se usa rara vez debido a que
esta asociado con recaidas y con efectos secundarios poco comunes pero graves,
sin embargo, tiene una ventaja ya que posee una alta penetracion en el liquido
cefalorraquideo que puede ser de valor en el tratamiento de la meningitis por
tularemia. Esta enfermedad puede tratarse con un régimen combinado de
estreptomicina y cloranfenicol en dosis de 50 a 100 mg/kg/dia por IV en varias
aplicaciones diarias. En épocas pasadas el cloranfenicol se utilizé por via oral para
el tratamiento de otras formas de tularemia en dosis de 30 a 50 mg/kg/dia en 3 a 4
tomas diarias durante 14 dias como minimo. " '°

5.3 Tetraciclinas

Su desventaja es la naturaleza bacteriostatica que posee, y por lo tanto aumenta
el riesgo de padecer recaidas, no obstante, las tetraciclinas son todavia
alternativas valiosas para el tratamiento oral de la tularemia. Desde la década de
1960 se utilizaba la tetraciclina, hoy en la actualidad ha sido sustituida por la
doxiciclina. '

e Tetraciclina

En la tularemia, la inmunidad mediada por los linfocitos T CD4 y CDS8, son
obligatorios para contener la infeccion. La respuesta de linfocitos T de sangre
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periférica para F. tularensis se suele demostrar in vitro de 12 a 14 dias después de
la aparicion de la enfermedad y antes de ese momento, se espera que la
tetraciclina solo inhiba las bacterias, en consecuencia, las bacterias permanecen
vivas hasta que se desarrollen los mecanismos bactericidas y sean capaces de
hacer frente a la infeccion. Para minimizar el riesgo de recaida en caso de
tratamientos con agentes bacteriostaticos como la tetraciclina, el periodo de
tratamiento debe ser lo suficientemente largo para que le respuesta inmune
mediada por linfocitos T se pueda desarrollar. Se han revisado 50 casos tratados
con tetraciclina y solo hubo 6 recaidas, en al menos 3 de estos casos, el periodo
de tratamiento fue menos de 7 dias. " "°

Durante las primeras 24 horas después de la exposicion a F. tularensis, la
tetraciclina oral en una dosis de 2 g/dia en cuatro tomas diarias durante 14 dias o
1 g por 28 dias es suficiente para prevenir la enfermedad, mientras que 1 g al dia
durante 14 dias no es factible. En los nifios pueden administrarse 30 mg/kg/dia por
via oral en dosis divididas, hasta un maximo de 2 g/dia durante por lo menos 14
dias. " 1°

e Doxiciclina

Basado en datos experimentales y clinicos, se recomienda para los adultos 200
mg de doxiciclina al dia, dividida en dos dosis orales, por lo menos en 15 dias,
esperando que esta dosis de como resultado una actividad antibacteriana 6ptima.
Los efectos secundarios son leves, en su mayoria limitado a efectos
gastrointestinales, que son mitigados al tomar el medicamento con alimentos,
desafortunadamente la doxiciclina y otras tetraciclinas no se recomiendan para
nifos menores de 8 afos, debido a los posibles efectos adversos sobre el
desarrollo de los dientes, tampoco se debe administrar durante el embarazo y la
lactancia. " °

5.4 Quinolonas

Recientemente se han introducido como nuevas opciones para el tratamiento oral
de la tularemia, la mayoria de los datos son hasta ahora restringidos a
ciprofloxacino y para uso clinico en la tularemia causada por F. tularensis
holarctica. Un primer informe clinico incluyé cuatro pacientes tratados con
ciprofloxacino oral 750 mg dos veces al dia y un paciente tratado con norfloxacina
400 mg dos veces al dia, todos se recuperaron en pocos dias y sin recaidas. Otros
estudios han demostrado que 12 nifios fueron tratados con éxito, 41 de 43 adultos
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mostraron excelentes respuestas al ciprofloxacino administrado oralmente durante
10 dias, ademas se han reportado dos pacientes tratados con éxito utilizando
levofloxacino; ambos pacientes tenian enfermedad aguda y no recayeron dentro
de 12 meses de seguimiento. °

El uso terapéutico de la quinolonas ha sido exclusivo hasta ahora para la tularemia
ocasionada por F. tularensis holarctica, sin embargo, estudios in vitro han
demostrado que también F. tularensis tularensis parece ser vulnerable a las
quinolonas, pero se tiene que destacar que la eficacia del ciprofloxacino en la
tularemia causada por esta subespecie no ha sido demostrada. *°

A continuacion, en la figura 49, se muestran los mecanismos de accidén de los
antibidticos con efectividad para F. tularensis. '

Replicacion de ADN

Quinolonas

Sintesis de proteinas
(ribosoma 508)

Sintesis de proteinas
(ribosoma 308)

Aminoglucésidos Cloranfenicol
Tetraciclinas

Figura 49. Actividad antibiética contra Francisella tularensis. **
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5.5 Otros antibioticos

Antibioticos betalactamicos como la penicilina no son eficaces contra F. tularensis,
sin embargo, se ha demostrado que la ceftriaxona es activo in vitro, aunque in vivo
presenta varios casos de fracaso terapéutico. Tampoco la eritromicina es un
farmaco seguro para la tularemia, a pesar de la susceptibilidad que muestran las
subespecies tularensis, no obstante, la eritromicina se asocié con resultados
satisfactorios en un pequefio numero de pacientes que fueron mal diagnosticados
por una infeccién de Legionella. La rifampicina es activa in vitro, pero no se
recomienda para su uso clinico, debido a la posibilidad de crear resistencia,
asimismo, el imipenem, las sulfonamidas y los macrélidos son activos in vitro, pero
el tratamiento con estos antibidticos no se recomienda en la actualidad, debido a
la falta de datos clinicos, mientras que la clindamicina es ineficaz. " ™ °
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Epidemiologia

o hay evidencia de la transmision de humano a humano de la tularemia hoy

en dia, conjuntamente, F. tularensis ha sido aislada a partir de una

variedad de animales que pueden funcionar como fuentes de infeccidon
para la transmision a los seres humanos, este hecho se explica en la figura 50. 19

Los roedores defecan o mueren de
tularemia contaminando los graneros.

: 'Lc‘ \7y\

El contacto con agua contaminada durante una
actividad recreativa puede causar una infeccion.

Exposicion de los
humanos al heno y
grano contaminado
(aerosoles).

p= O s
Ingestion de agua contaminada
puede facilitar la infeccion.

Roedores infectados
con F. tularensis
contaminan el agua

Ratas almizcleras y con heces y orina

castores mueren por
exposicion a F. tularensis [
aumentando de esta
a la contami
del agua.

El contacto directo con
*| roedores infectados

- (% ‘expone a los humanos a
Las aves pueden transportg@y e s ; : ) contraer una infeccién por
y dispersar la tularemia pol i | 0L, B4 F. tularensis.

medio de heces que T NG il . -

contienen F. tularensis.

Figura 50. Roedores y tularemia: vias generales de infeccién. >/

Se ha encontrado que F. tularensis es capaz de infectar naturalmente a cientos de
vertebrados e invertebrados distintos. Los principales reservorios naturales de
estos microorganismos son lagomorfos (liebres y conejos) sobre todo especies de
Sylvilagus y Lepus, ademas de diversos roedores como las ardillas, ratas
almizcleras, castores, ratones de agua y hamsters, pero también puede infectar a
otros animales susceptibles: mapaches, ciervos, zorros, visones, zarigueyas,
topos, inclusive, animales domésticos: vacas, ovejas, cerdos, caballos, gatos y
perros. Es probable que muchas especies de aves se infecten, igualmente,
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algunas especies de anfibios, peces, reptiles y crustaceos (p. €j. el cangrejo rojo
americano). Por otra parte, F. philomiragia solamente se ha aislado en ratas
almizcleras, en peces (bacalao, salmén, y tilapia) y en agua de pozo, sin embargo,
su aislamiento es infrecuente. ™ © 13 14.18.26.27

F. tularensis ha sido recuperada en mas de 54 especies de artropodos, de las
cuales se conocen como minimo 13 especies de garrapatas que representan 4
géneros: Amblyomma, Dermacentor, Haemaphysalis e Ixodes; y existe la
posibilidad de transmisién transovarica (en este proceso, las garrapatas pasan por
los estadios de évulo, larva y ninfa hasta que llegan a adultas, por lo que tienen la
capacidad de transmitir la infeccion) lo que implica una fuente constante de
microorganismos en el medio ambiente. También pueden estar involucrados otros
artropodos que succionan sangre, entre ellos tabanos, mosquitos, acaros, jejenes
y ocasionalmente piojos y pulgas. 15 111516

De lo dicho anteriormente, las garrapatas de los géneros Amblyomma,
Dermacentor e Ixodes, las moscas hematofagas, los conejos y los gatos
constituyen los reservorios mas frecuentes, siendo el ser humano un hospedero
accidental. ™

F. tularensis es tan contagioso que la tularemia entre animales se puede adquirir
con facilidad por contacto con una cantidad diminuta de material contaminado (p.
ej. orina, heces, secreciones, etc.), ya que una sola gota de sangre procedente de
un animal enfermo puede iniciar la infeccidn, si entra en contacto con la conjuntiva,
la mucosa oral o alguna cortada o abrasion. La transmision del microorganismo
entre los animales también puede tener lugar a través de picaduras de garrapatas
y moscas hematdéfagas como los tabanos del ciervo, pues F. tularensis puede
estar presente en la saliva o en las heces de la garrapata y ser inoculado directa o
indirectamente en la herida producida por la picadura, mientras que el mecanismo
exacto de la transmisién de tularemia por moscas es dificil de comprender. Se ha
propuesto que el mecanismo de transmision es de tipo mecanico, por la
contaminacion de piezas bucales cuando una mosca ha mordido un huésped
infectado. Alternativamente estos microorganismos se pueden transmitir
mecanicamente cuando un artrépodo aplastado es frotado en la piel. 5%

Las epidemias en los seres humanos pueden ocurrir después de tener contacto
directo con animales infectados ya sea al manipular tejidos o fluidos, la
transmision vectorial por picaduras de garrapatas, tdbanos o mosquitos infectados,
la ingesta de agua o alimentos contaminados, la inhalacién de bacterias en
aerosoles o polvos, como se muestra en la figura 51. Se han documentado varios

Resultados | Epidemiologia [ {IL)



Tesis: Manual Integral de Diagnostico Microbiolégico de

Francisella tularensis

casos de infeccion humana adquirida por exposicion a gatos domésticos o por
mordeduras de estos animales, ya que pueden ser portadores transitorios de F.
tularensis en el hocico o en las garras después de matar o comer una presa
infectada, independientemente de que adquieran o no la infeccidon. Los animales
infectados pueden no mostrar signos de enfermedad, porque F. tularensis se
adapta bien a su hospedero natural, por lo tanto se piensa que este mecanismo
podria ser el responsable de los casos raros de transmision de tularemia por gatos
domésticos. Aparte se han descrito algunas fuentes de infeccidn inusuales como
las mordeduras de ardillas y las picaduras de arafias, &8 143

Consumo de alimentos Mordeduras o arafiazos
contaminados de animales domésticos

Contacto con animales

infectados Picaduras de artropodos

No hay transmision
de humano a humano

Inhalacion de polvos
contaminados

Infecciones adquiridas
en el laboratorio

Ingestion de agua
contaminada

Figura 51. Rutas de transmisién de Francisella tularensis a los seres humanos. %’/
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Por otro lado, la transmision de F. tularensis tularensis hacia los seres humanos se
resume en cuatro vias principales: al retirar la piel de un animal infectado, por
picadura de garrapatas o tabanos infectados, al consumir carne mal cocinada de
un animal infectado y por inhalacion de aerosoles. A esta subespecie se le
relaciona principalmente con conejos silvestres, garrapatas y tabanos, siendo
exclusiva de Norteamérica, es causante del 90% de los casos humanos. % 1% 144

F. tularensis holarctica puede transmitirse a los humanos por contacto directo con
animales infectados, ingestién de agua contaminada, por picaduras de artropodos,
inhalacion de aerosoles o la ingestion de alimentos contaminados (estas ultimas
tres vias son poco frecuentes). Dicha subespecie es diseminada por mamiferos
acuaticos como los castores y las ratas almizcleras, y por lo general, los humanos
se infectan cuando beben agua contaminada con heces o cadaveres de estos
animales infectados que mueren en la corriente o en sus margenes. Con
frecuencia se presenta en relacion con arroyos, lagunas, lagos y rios,
posiblemente porque esta bacteria y otras del género Francisella (p. ej. F.
tularensis novicida y F. philomiragia) pueden persistir durante meses en
almacenes de agua en asociacion con amebas de vida libre como Acanthamoeba
castellanii. La subespecie holarctica es endémica por todo el hemisferio norte y es
el principal agente de tularemia en Eurasia, mientras que en Estados Unidos se

aisla ocasionalmente, se le considera como causante del 5 al 10% de los casos
humanos. & 14 15, 17.21,23,31,45

Aunque la tasa de incidencia relacionada con la edad para contraer tularemia es
desconocida, la enfermedad suele ocurrir en todas las edades y la mayoria de los
pacientes provienen de las areas rurales. Los varones tienen una mayor incidencia
en todas las categorias de edad (75 % de los casos), tal vez debido a la mayor
probabilidad de exposicidon (por consumo o por el manejo de animales salvajes).
Las personas con un mayor riesgo de infeccion son los cazadores, el personal de
laboratorio, los agricultores, los trabajadores de la industria de pieles, el personal a
cargo de la cria de animales, los veterinarios, los carniceros y los sujetos
expuestos a garrapatas y otros artrépodos picadores. 9 14.15.21.34

En la mayoria de los paises donde la tularemia es endémica, la enfermedad es
estacional ya que su incidencia parece ser mayor durante finales de primavera,
verano y principios de otofio. A menudo, el numero de casos muestra grandes
variaciones de un afo a otro, probablemente debido a las condiciones climaticas
donde intervienen factores como la temperatura y la precipitacion, sin embargo, no
hay datos que vinculen condiciones climaticas especificas y brotes de tularemia.
La transmision del microorganismo por garrapatas o tabanos tiene lugar
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principalmente en los meses de primavera o verano, no obstante, se ha
documentado la transmision continuada en los meses de invierno por animales
atrapados o cazados. & °

La tularemia se ha informado en muchos paises del hemisferio norte, como
Estados Unidos, Japén, China y Europa Central; también se han producido
epidemias extensas en Rusia, pero hasta ahora no del hemisferio sur. La tularemia
no se encuentra en las Islas Britanicas, Africa, Sudamérica o Australia como se
muestra en la figura 52, aunque, un aislado de la subespecie novicida si ha sido

encontrado en Australia, pero sin la presentacion clinica tipica de la tularemia. ™
43,48

Historicamente, la tularemia ha sido un problema de salud publica en la antigua
Unién Soviética y en Estados Unidos de América (EUA).

Figura 52. La distribucién geogréfica de la tularemia se indica de color gris. Los datos fueron

recopilados de publicaciones médicas entre 1952 y 2006. *°
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6.1 Tularemia en Eurasia

En la antigua Unidn Soviética, ocurrieron extensos brotes de tularemia, durante y
después de la Segunda Guerra Mundial, ya que en el invierno de 1941 a 1942, se
notificaron 67 000 casos. No hay datos disponibles que explican la disminucién de
casos desde 1950, pero se ha propuesto que se debid a la exposicion menos
frecuente de los humanos con conejos, liebres y roedores, que a su vez pudo
estar relacionado con una disminucién en el numero de cazadores y una
disminucién del porcentaje de la poblacion que vivia en zonas rurales. Aunque,
también se piensa que los programas de vacunacion pudieron haber contribuido
con la disminucion, ya que en 1946 Gaiskii y El’bert atenuaron un aislado natural
de F. tularensis en una vacuna segura y eficaz, y que gracias a este hecho se
introdujo la vacunacion masiva en la antigua Union Soviética. Las experiencias de
la antigua Union Soviética durante la Segunda Guerra Mundial, sugieren que la
tularemia puede aumentar significativamente durante y después de las
condiciones de guerra, o después de los desastres naturales que pueden
interrumpir la higiene y las condiciones sanitarias normales de una sociedad. Por
ejemplo, en el periodo de posguerra en Kosovo en 1999-2000, se notificaron 327
casos de tularemia, el brote se relacioné6 con roedores que causaron la
contaminacion de agua y alimentos. " '°

Focos endémicos han existido por mucho tiempo en la Federacion Rusa,
Kazakstan y Turkmenistan, asi como en Finlandia y en la parte norte de Suecia.
En Suecia, el numero anual de casos notificados de la enfermedad en los
humanos durante el periodo de 1973-1985 oscilé entre menos de 5 casos a mas
de 500. Por otro lado, casos anuales se presentan en la mayoria de los paises de
Europa del Este relacionados con agua natural, por ejemplo, en Turquia se
reportaron 205 casos en el periodo de 1988 a 1998 (por el uso de agua potable de
acueductos naturales) y en Eslovaquia se reportaron 126 casos de la enfermedad
durante el periodo de 1985 a 1994. Lo contrario sucede en los paises de Europa
Occidental, como en Alemania, que solo presenta uno o pocos casos cada afo, lo
mismo sucede en ltalia y Francia. Los brotes que comprenden cientos de casos
han ocurrido recientemente en Portugal, Serbia y en Espana, donde la tularemia
en humanos fue reportada por primera vez en 1996, cuando 585 casos se
presentaron asociados con la caza de liebres. * 7 1°

Ciertos casos también se presentan en Japon, exclusivamente en la parte
nororiental de la isla principal, y al noroeste y noreste de China. En Japdn, se
informo6 de 1355 casos de tularemia durante el periodo de 1924 a 1987 asociados
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con el consumo de liebres, no obstante, en la actualidad la incidencia ha
disminuido a menos de 10 casos por afio. * " '°

En la antigua Unidn Soviética, F. tularensis ha demostrado ser transmitida por
mosquitos (Aedes spp, Culex spp y Anopheles spp), garrapatas (Ixodes spp) y por
las moscas de la familia Tabanidae, esta familia incluye a los tabanos (Tabanus
spp Yy Chrysozona spp) y a las moscas de venado (Chrysops spp). En el centro de
Europa, las garrapatas Dermacentor reticulatus e Ixodes ricinus son consideradas
como los vectores mas importantes, mientras que en Finlandia y Suecia, la
experiencia clinica y datos epidemiologicos apoyan el papel de los mosquitos
como vectores para la transmision de F. tularensis a los seres humanos,
precisamente en Suecia los mosquitos de la especie A. cinereus han demostrado
ser infectados. *°

Estudios sistematicos en la antigua Unidn Soviética reveld que los ratones de
campo pueden ser la fuente principal para la propagacion de F. tularensis a los
seres humanos, en particular los animales comunmente identificados fueron la rata
de agua (Arvicola terrestris), el topillo comun (Microtus arvalis), el topillo rojo
(Clethrionomys spp) y el raton doméstico (Mus musculus). Las heces de rata de
campo (Microtus agrestis) demostraron ser una fuente de infeccion para humanos
en la década de 1960 en Suecia (600 casos entre 1966 y 1967), ya que los
graneros fueron contaminados con las heces, y los seres humanos contrajeron la
tularemia a través de la inhalacion. En Suecia y Finlandia, la exposicidon
aerogénica en la agricultura ha sido reportada como causante de algunos brotes
que comprenden varios cientos de casos. "%

Se ha encontrado que los cazadores de Europa central son susceptibles a
contraer tularemia, debido a que realizan labores que involucran el desollado y el
curtido de pieles, asi como la ingestion de carne de conejo, ratas almizcleras,
castores, ardillas y aves, lo que provocé brotes epidémicos importantes entre los
cazadores. Durante estas actividades, la infeccién también puede transmitirse por

contacto con agua, o por via atmosférica ya sea por heno o polvo contaminado. *
15

6.2 Tularemia en América
6.2.1 Canada

En Canada el contacto con conejos fue la causa mas comun de infeccion antes de
la década de 1950, sin embargo, el contacto con la rata almizclera parece ser de
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mayor importancia en la actualidad. En los ultimos 25 afios, los unicos casos
comunicados de tularemia en Canada provinieron de Quebec. 615

6.2.2 Estados Unidos de América (EUA)

F. tularensis tularensis se limita a Norteamérica, y es responsable del 90% de los
casos de Francisella en este territorio, mientras que F. tularensis holarctica es
endémica por todo el hemisferio norte. La subespecie tularensis causa una
enfermedad mas grave en el ser humano; sin tratamiento, la tasa de mortalidad
asociada es cercana del 30 al 60 %, mientras que la subespecie holarctica
produce una infeccibn mas leve. Las cepas de F. tularensis tularensis se
subdividen a su vez en cepas de tipo occidental que predominan en las regiones
aridas de las cadenas montafiosas desde las Montafias Rocosas hasta la Sierra
Nevada, y las de tipo oriental que se localizan en los estados centrales del sureste
de Arkansas, Missouri, Oklahoma y Texas, y en la costa Atlantica. Las cepas de la
subespecie holarctica se concentran a lo largo de los principales rios, como la
parte mas alta del Mississippi y regiones con muchas lluvias, como la parte
noroccidental del Pacifico. % © & 143

Las infecciones por F. tularensis tularensis tipo oriental se asocian mas a una
enfermedad diseminada y muestran una mortalidad elevada en comparacion con
las cepas de tipo occidental; la evolucion de la enfermedad producida F. tularensis
holarctica es no tan grave. ™

En Estados Unidos, mas de 200 especies de mamiferos se infectan de forma
natural por F. tularensis, entre los cuales estan los conejos silvestres, las ardillas,
las ovejas, los castores, las ratas almizcleras, perros y gatos domésticos, ademas
de pajaros y artropodos hematéfagos. Las infecciones a cargo de la subespecie
tularensis se asocian con mas frecuencia a la exposicion a lagomorfos y gatos,
mientras que las infecciones por la subespecie holarctica se asocian a roedores y
gatos pero no lagomorfos, también, esta subespecie suele adquirirse a través del
agua o de los mamiferos marinos. & ™

Las infecciones por artrépodos picadores (p. ej. garrapatas y tabanos del ciervo)
son mas frecuentes en cepas de F. tularensis tularensis que en la subespecie
holarctica. "

Las garrapatas, como se muestran en las figuras 53, 54 y 55, son consideradas
como los vectores mas importantes en las regiones endémicas del sureste de
Estados Unidos y al este de las Montanas Rocosas. Se ha demostrado que la
tularemia puede ser transmitida por Haemaphysalis leporispalustris (garrapata del
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Figura 53. Dermacentor
andersoni. **
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conejo), Dermacentor andersoni (garrapata de la
madera de las Montafias Rocosas), D. variabilis
(garrapata del perro americano), D. occidentalis
(garrapata del perro de la costa del Pacifico) y
Amblyomma americanum (garrapata “estrella
solitaria”). La transmisién a través de las garrapatas
de conejos silvestres comprende un ciclo
importante para la propagacion de F. tularensis
tularensis a otros mamiferos y seres humanos. %% °

Las moscas de la familia Tabanidae también
pueden servir como vectores de la tularemia e

incluye a los tabanos (Tabanus spp y Chrysozona spp) y a las moscas de venado

(Chrysops spp). Las moscas Chrysops spp son los
vectores mas comunes en Utah, Nevada y en
California, asimismo, varios brotes de tularemia
humana en Utah se han relacionado con la
transmision por Chrysops discalis. °

Los casos humanos de tularemia se han registrado
en todos los estados de la unién americana, con
excepcion de Hawai, como se observa en la figura
56. '

En los Estados Unidos se registraron en promedio
1400 casos de 1990 al 2000, en comparacion de

Figura 54. Dermacentor
variabilis. **

mas de 14 000 casos de 1920 a 1945. De los casos reportados de tularemia

Figura 55. Amblyomma
americanum.

desde 1990 hasta el afio 2000, mas del 50 %
ocurrieron en Arkansas, Missouri, Dakota del Sur y
Oklahoma, un 22 % se documentd en los estados
de Montana, Tennessee, Kansas, Colorado e
lllinois, asimismo, pequefos brotes han sido
reportados en varias ocasiones del vifiedo de la isla
de Martha, en Massachusetts. En el vifiedo de
Martha, dos casos fatales de tularemia se asociaron
con el corte de hierba, debido a la exposicién de
aerosoles provenientes de un cadaver de conejo
infectado. "' °
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En el ano 2010 se reconocieron 124 casos en Estados Unidos; no obstante, es
probable que el numero real de infecciones sea mucho mas elevado, ya que en
muchos casos no existe sospecha de tularemia ya que se trata de una identidad
de dificil confirmacion mediante pruebas de laboratorio. ™ 4°

Figura 56. Casos de tularemia en los Estados Unidos de América del 2001 al 2010. La
tularemia es comun en el sur centro, al noroeste del Pacifico y partes de
Massachusetts. *

6.2.3 México

El primer caso humano confirmado bacteriolégicamente de tularemia fue en el afo
de 1944, desde entonces solo se han registrado pocos casos, uno de ellos
corresponde al aislamiento de F. philomiragia en el golfo de México. ™ 827

Aunque en México existen focos naturales de la enfermedad, no se han reportado
casos en los ultimos afios y tampoco se ha generado nueva informacion sobre F.
tularensis; sin embargo es necesario que el personal del Sector Salud conozca las
caracteristicas epidemiologicas de esta enfermedad, y al conocer asi sus efectos
puedan actuar con oportunidad en la prevencion y tratamiento correspondiente. 54
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Prevencion y Control

| modo principal para prevenir la tularemia consiste en la reduccion de la
exposicién al agente etiolégico en la naturaleza, sobre todo en lugares
donde la tularemia es endémica. Esto implica evitar el contacto con los
animales que probablemente estén infectados, en especial los conejos, ademas
de la proteccion contra los artropodos (garrapatas y moscas del venado) y la
provision de suministros de aguas limpias. Los focos naturales de esta

enfermedad parecen ser estables y es poco probable que sean erradicados. "8 ™"
26

Los animales silvestres, especialmente conejos, ratones almizcleros y otros
roedores no deben ser desollados ni eviscerados sin utilizar guantes, y estas
maniobras deben evitarse en animales enfermos. Para estos procedimientos se
requiere el uso de guantes de goma, cubrebocas y gafas protectoras o mascaras
de proteccion, igualmente, para la manipulacién de animales muertos traidos al
hogar por las mascotas. Debe recordarse que la bacteria puede introducirse al
organismo a través de la piel y de las mucosas. %> 243

Inspeccionar periddicamente los animales domeésticos para detectar signos de la
enfermedad, si presentan sintomas inusuales consultar a un veterinario, asimismo,
lavarse las manos frecuentemente con agua tibia y jabon después del contacto
con animales salvajes y domésticos. ™%

Los animales de caza silvestres deben ser debidamente cocidos antes de ser
ingeridos, de preferencia desechar los animales en los que se sospeche la
infeccion. Evitar el consumo de alimentos que puedan estar contaminados con
heces de animales. " "> %

No deben utilizarse pozos u otras fuentes de agua contaminada con animales
muertos, por ello es importante evitar beber de arroyos y estanques que puedan
estar contaminados en zonas donde la tularemia es endémica. Evitar el consumo
del agua sin hervir, es ineludible desinfectar el agua, ademas de proteger las
fuentes de agua por contacto con animales como ratas, ratones, etc. 1.9.15

No corte el césped sobre los animales enfermos o muertos. Considere el uso de
mascara contra el polvo para reducir el riesgo de inhalacién de la bacteria. %

Las siguientes sugerencias pueden ayudar para evitar picaduras de garrapatas y
moscas de venado: " ' 2> 20
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1. Revisar la ropa continuamente, por garrapatas que puedan subir a la piel.
Es importante inspeccionar regularmente la piel para detectar garrapatas
adheridas y extraerlas con rapidez; las garrapatas deben desprenderse con
guantes, evitando el aplastamiento del artrépodo.

2. Usar camisa de color blanco o pastel de mangas largas y pantalones
largos, esto ayuda a distinguir a las garrapatas. Meter los pantalones largos
dentro de las botas y usar sombrero para proteger la cabeza.

3. Las personas que no toleran usar toda esta ropa en el clima calido y
humedo, pueden utilizar repelente para insectos que contenga de 20 a 30%
de DEET (N, N-dietil-meta-toluamida) en la piel expuesta (excepto en la
cara) solo se debe asegurar de lavar la piel tratada con insecticida tan
pronto como entre a casa. Si se cubre con ropa, utilizar repelentes que
contengan permetrina para tratar la ropa (especialmente los pantalones,
medias/calcetines y zapatos) mientras esté en el area donde por lo general
pueda haber garrapatas. Seguir las instrucciones, no sobre usar el
repelente.

4. Circular por el centro del camino para evitar que las hierbas lo rocen.

5. Si se tiene animales domésticos afuera de casa, hay que revisarlos con
frecuencia en caso de tener garrapatas.

Los pacientes internados con tularemia no requieren medidas especiales de
aislamiento ya que no existe transmisidn interpersonal, no obstante, deben
tratarse con precaucion los productos de las personas infectadas. ™ *’

Las vacunas elaboradas con bacterias de F. tularensis muertas son ineficaces,
debido a que tan solo inducen la formacién de anticuerpos, ya que éstos por si
solos no son suficiente proteccidn contra una infeccién por microorganismos de F.
tularensis virulentos. En los Estados Unidos, se desarrollé una vacuna con
microorganismos vivos preparada con una cepa de F. tularensis atenuada (LVS),
proveniente de la ex Union Soviética. Esta vacuna induce una inmunidad mediada
por células e inmunidad humoral que persiste durante afios, por lo cual confiere
una importante proteccion frente a la inoculacién respiratoria, previene
eficazmente la tularemia tifoidea y reduce la gravedad de la tularemia
ulceroglandular, sin embargo, no la previene. La vacuna se administra por
escarificacion  (punciones cutaneas multiples) y produce wuna lesion
papulovesicular en el sitio de la inyeccion que es similar a la producida por la
vacunacion antivaridlica, las reacciones de la vacuna no son severas, pero
ocasiona linfadenitis regional. '8 % 1121

La vacunacion puede considerarse en el personal de laboratorio que trabaja con
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F. tularensis o en aquellas personas que sufren una exposicion ocupacional
repetida (p. ej. cazadores de animales) en particular si residen en regiones
endémicas. La vacuna es experimental y no se encuentra comercializada, pero
puede obtenerse del Instituto de Investigacion Médica de Enfermedades
Infecciosas del Ejército de los Estados Unidos, Fort Detrick, Maryland. ™ 10 1632
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nexos

Casos Clinicos

Caso 1"

Un hombre de 36 afos infectado por el virus de la inmunodeficiencia humana que
se encontraba bien con un régimen profilactico después de un campamento en
Yosemite consultd a su médico por la apariciéon en su cuello de un “quiste”
eritematoso de 3 mm que no curaba. Se lo trato con ampicilina/sulbactam sin
resolucion de modo que se realizé una biopsia.

Datos clinicos:
Ninguno
Estudios diagndsticos:

a) No se observaron microorganismos en la tincion de Gram pero en el cultivo
de agar chocolate se aislé un bacilo Gram negativo diminuto después de 3
dias de incubacion.

b) El microbidlogo determind que el microorganismo no producia oxidasa ni
ureasa pero mostraba una reaccién débilmente positiva en la prueba de
catalasa.

c) No se observé el fendmeno de satelitismo alrededor de estafilococos en el
agar sangre.

d) La prueba de la betalactamasa fue positiva.

Se traté al paciente con ciprofloxacino por un periodo de 4 semanas con
resolucion de su lesion.

El departamento de salud local identificé el aislamiento como Francisella tularensis
por PCR y por tincién fluorescente.

Caso 2%
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Un hombre de 51 anos es trasladado a una clinica a finales de septiembre con un
cuadro de fiebre, cefalea y dolores musculares durante una semana. Habia notado
una ulcera en la mano derecha que no habia curado, ademas de un dolor en la
axila derecha. El paciente vive en Oklahoma y su hobby es coser pieles de conejo
curtidas para hacer mantas. En la semana previa a la aparicién de la enfermedad,
desolld y curtio la piel de un conejo que habia matado el perro de la familia.

Datos clinicos:

a) Signos vitales: temperatura de 39,4 °C; pulso de 112/min.; frecuencia
respiratoria de 16/min.; presion arterial de 142/70 mm Hg.

b) Exploracion fisica: los hallazgos mas significativos de la exploracion fisica
son un exantema eritematoso indurado con una lesion ulcerada en la piel
del dorso de la mano derecha y una adenopatia axilar dolorosa.

c) Hematocrito: 38%.

d) Recuento leucocitario: 14,200/ul.

e) Recuento diferencial: polimorfonucleares, 72%; linfocitos, 18%.

f) Gasometria: normal.

g) Bioquimica sérica: normal.

h) Estudios de imagen: no se realizan estudios radiolégicos

Estudios diagndsticos:

a) Cultivo de muestras de sangre, de la lesion ulcerosa y de los ganglios
linfaticos supurantes.

Se instauré un tratamiento para celulitis de etiologia indeterminada, con una
cefalosporina oral, pero no fue efectivo, asi que se solicitaron pruebas serolégicas.

Al no mejorar después de 3 dias, el paciente fue remitido a su médico habitual,
que sospechd la presencia de tularemia. El individuo se recuperd tras un
tratamiento de 10 dias con doxiciclina.

Los titulos de anticuerpos especificos de Francisella tularensis, de dos sueros,
fueron: 1:40 el del suero obtenido en la primera visita clinica, y 1:1024 el del suero
obtenido en una visita de seguimiento 15 dias después, lo que confirmé
retrospectivamente el diagnodstico de tularemia.

Caso 3™
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Un hombre de 63 afos acudié a su meédico por dolor y edema localizado en el
pulgar a los 5 dias de la mordedura de un gato. Se le prescribid penicilinas orales,
pero la situacion del paciente empeord con agravamiento del dolor local, el edema
y el eritema en el lugar de la mordedura y signos sistémicos (fiebre, malestar y
vomitos). Se realizé una incision de la herida, pero no se encontrd un absceso.

Datos clinicos:
Ninguno
Estudios diagnosticos:

a) El cultivo se la herida demostro un ligero desarrollo de estafilococos
coagulasa negativos.

Se prescribié penicilina intravenosa, pero el paciente se siguié deteriorando y le
aparecieron adenopatias axilares dolorosas y sintomas pulmonares. La radiografia
de torax mostro infiltrados neumaonicos en los I6bulos medio e inferior derecho del
pulmén. Se cambid el tratamiento por clindamicina y gentamicina, con lo que se
consiguio que la fiebre cediera y la situacion clinica mejoro.

Tras 3 dias de incubacién se observaron colonias diminutas de cocobacilos Gram
negativos de tincién deébil en el cultivo de la herida original. Este microorganismo
fue remitido a un centro de referencia nacional, donde se identific6 como
Francisella tularensis.

Una anamnesis mas exhaustiva demostro que el gato del paciente vivia en la calle
y se alimentaba de roedores salvajes.
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VALIDACION DEL MANUAL INTEGRAL DE DIAGNOSTICO
MICROBIOLOGICO DE

Francisella tularensis

El cuestionario de validacién correspondiente al Manual Integral de Diagndstico
Microbiolégico de Francisella tularensis se aplicé a 20 alumnos del médulo de
Microbiologia Médica de 9° semestre del area de Bioquimica Clinica de la carrera
de QFB de la FES Zaragoza de la generacion 2015-2. El cuestionario consta de 9
preguntas de opcion multiple que son referentes al disefio y al contenido del
manual, y una pregunta abierta donde los alumnos aportaron sus observaciones
y/o propuestas para la mejoria de este manual. Los resultados obtenidos del
cuestionario que se aplicé se presentan a continuacién en el cuadro 1, y se grafico
cada una de las preguntas que conforman el cuestionario.

Cuadro 1. Resultados del cuestionario aplicado a los alumnos del médulo de

Microbiologia Médica.

Calificacion
Excelente Buena Regular Mala
Pregunta | Frecuencia | % | Frecuencia | % | Frecuencia | % | Frecuencia @ % | Total
1 11 55 9 45 0 0 0 0 100
2 6 30 14 70 0 0 0 0 100
3 6 30 14 70 0 0 0 0 100
4 6 30 13 65 1 5 0 0 100
5 9 45 8 40 3 15 0 0 100
6 5 25 12 60 3 15 0 0 100
7 5 25 15 75 0 0 0 0 100
8 10 50 9 45 1 5 0 0 100
9 7 35 13 65 0 0 0 0 100
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Pregunta 1: Informacion
proporcionada en el manual

55%

0% 0%
Ay

Porcentaje de alumnos

W EXCELENTE m BUENA REGULAR MALA

Grafica 1. En esta grafica se muestra que el 100% de los alumnos considerd de excelente a
buena la informacidn proporcionada en este manual. Es importante notar que los alumnos
no calificaron como mala el tipo de informacioén.

Pregunta 2: Secuencia del contenido
del manual

70%

0% 0%
Ay

Porcentaje de alumnos

W EXCELENTE m BUENA REGULAR MALA

Grafica 2. En esta grafica se puede observar que el 100% de los alumnos considerd la
secuencia del contenido del manual de excelente a buena. Destacando que ningun
alumno calific6 como mala la secuencia del contenido.
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Pregunta 3: Redaccion del manual
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Grafica 3. En esta grafica se muestra que el 100% de los alumnos considerd de excelente a
buena la redaccion de este manual. Es importante notar que los alumnos no calificaron
como mala la redaccion.

Pregunta 4: Estructura del manual
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Grafica 4. En esta grafica se puede observar que el 95% de los alumnos consideré la
estructura del manual de excelente a buena, mientras que el 5% restante lo creyo regular.
Destacando que ningun alumno calificé como mala dicha estructura.
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Pregunta 5: Disefio del manual
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Grafica 5. En esta grafica se muestra que el 85% de los alumnos considerd de excelente a
bueno el disefio de este manual, mientras que el 15% lo creyd regular. Es importante
notar que los alumnos no calificaron como malo el disefio.

Pregunta 6: Calidad de las imagenes
presentadas en el manual
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Grafica 6. En esta grafica se muestra que el 85% de los alumnos considerd de excelente a
buena la calidad de las imdgenes presentadas en este manual, mientras que el 15%
restante la creyd regular. Destacando que ningun alumno calific6 como mala la calidad.

Resultados | Validacion Vi
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Pregunta 7: Calidad de los esquemas
presentados en el manual
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Grafica 7. En esta gréafica se muestra que el 100% de los alumnos consideré la calidad de
los esquemas presentados en este manual de excelente a buena. Es importante notar que
los alumnos no calificaron como mala la calidad.

Pregunta 8: Apoyo que dan a la
lectura las imagenes y esquemas
presentados en el manual
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Grafica 8. En esta grafica se muestra que el 95% de los alumnos considerd de excelente a
bueno el apoyo que dan a la lectura las imagenes y esquemas presentados en este
manual, mientras que el 5% lo creyd regular. Destacando que ningun alumno califico
como malo el apoyo.
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Pregunta 9: Aportacion general del
manual
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Grafica 9. En esta gréfica se muestra que el 100% de los alumnos considerd de excelente a
bueno al Manual Integral de Diagndstico Microbiolégico de Francisella tularensis. Es
importante notar que los alumnos no calificaron como malo este manual.

En el cuadro 2 se observa la ultima pregunta que contempla el cuestionario, ésta
fue abierta y los alumnos plantearon algunas observaciones y/o propuestas para la
mejora del manual; que posteriormente se tomaran en cuenta.

Cuadro 2. Pregunta 10

¢ Qué consideraria para mejorar el disefio y contenido del manual?

“Una mejor calidad en las imagenes y esquemas, un poco mas explicitas las
imagenes”

“Las imagenes de los medios de cultivo estan un poco repetitivas, si se va a
volver a mostrar una imagen de los medios, seria bueno colocar una imagen
diferente donde se apreciara mejor la forma de la colonia, como en la imagen de
SBA”

“Si el numero de imagenes aumentara en el manual, seria mejor, dado que la
mayoria de la poblacién estudiantil aprende mas observando”

“Agregar un poco mas de imagenes y esquemas respecto a los procedimientos
de toma de muestras y de cultivo”

Resultados | Validacion WA
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Resultados del cuestionario aplicado para el
Manual Integral de Diagndstico
Microbioldgico de Francisella tularensis
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Grafica 10. A manera de resumen se muestran los resultados del cuestionario que se
aplicd a 20 alumnos del médulo de Microbiologia Médica. Las preguntas contemplan
todos los aspectos referentes al disefio y al contenido del Manual Integral de Diagndstico
Microbiolédgico de Francisella tularensis y en general se puede observar que todas ellas
tienen un visto bueno por parte de los alumnos; cabe mencionar que ninguno de ellos
calific6 como malo al manual.

En el cuadro 3 se puede observar a manera de resumen la utilidad global del
disefio y contenido del Manual Integral de Diagndstico Microbiolégico de
Francisella tularensis a partir de las frecuencias obtenidas para las primeras 9
preguntas del cuestionario y sacando un porcentaje para cada una de las
calificaciones.
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Cuadro 3. Utilidad global del diseio y contenido del manual.

Calificacién
Preguntas del Excelente Buena Regular Mala
cuestionario Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia
1 11 9 0 0
2 6 14 0 0
3 6 14 0 0
4 6 13 1 0
5 9 8 3 0
6 5 12 3 0
7 5 15 0 0
8 10 9 1 0
9 7 13 0 0
Total 65 107 8 0
Porcentaje 36% 60% 4% 0%

Total de alumnos: 20

Utilidad global del disefio y contenido
del manual
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Grafica 11. En esta grafica se muestra la utilidad global del disefio y contenido del Manual
Integral de Diagndstico Microbiolégico de Francisella tularensis y se puede observar que el
96% de los alumnos lo considerd de excelente a bueno, mientras que el 4% restante lo
creyo regular. De igual manera es importante observar que ningldn alumno calificé como
malo la utilidad global del disefio y contenido del manual.
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DISCUSION

Se elabor6é un manual integral de diagndéstico microbiolégico, como parte de una
actividad de investigacion, especifico para la bacteria Francisella tularensis,
considerada como un patégeno Gram negativo para una amplia variedad de
animales y que de manera ocasional puede llegar a afectar al ser humano
causandole linfadenopatias e infeccion sistémica. Este trabajo es de tipo integral
ya que no solo incluye como hacer el diagndstico microbiolégico en el laboratorio,
sino que también involucra las caracteristicas microbiologicas de esta bacteria,
con el conocimiento de sus factores de patogenicidad, inmunidad y virulencia,
ademas de las enfermedades y manifestaciones clinicas propias de un paciente
con tularemia, este manual esta compuesto por las sugerencias para el
tratamiento terapéutico en base a los antibioticos mas utilizados, ademas, de los
innovadores o de reciente descubrimiento.

Otra de las ventajas que se ofrecen en este manual, es la inclusion de un
panorama epidemiologico de Francisella tularensis, ya que esta bacteria tiene una
amplia distribucidn en reservorios animales y medios acuaticos que pueden
funcionar como fuentes de infeccidn para la transmision a los seres humanos en
paises del hemisferio norte donde es frecuente aislarla. Ademas de un capitulo
dedicado a la prevencion y control de las enfermedades.

La tularemia se considera como una enfermedad dificil de diagnosticar, es aqui
donde el QFB juega un papel importante al ser parte del equipo de salud que con
su formacién profesional podra identificar el agente causal de esta enfermedad
que es Francisella tularensis. Sin embargo, para su identificacién es necesario
obtener una muestra representativa y de calidad del sitio anatdmico adecuado, la
edad del paciente, zona y condiciones de vivienda, ademas de las O6ptimas
condiciones de trabajo en el laboratorio para el tratamiento de la muestra. Para
que de esta manera se puedan obtener resultados confiables. El diagndstico debe
ser presentado en el menor tiempo posible ya que es vital para que el médico
pueda iniciar de manera oportuna con un tratamiento efectivo para el paciente que
este infectado y con ello tenga una recuperacién de su bienestar, que es el
objetivo del profesional de las ciencias de la salud.

El manual también incluye un anexo que esta compuesto por tres casos clinicos,
donde se muestra lo dificil que es establecer el diagndstico de tularemia, con la
finalidad de integrar todo lo expuesto en el manual y como toda esta informacion
es aplicada a casos reales.
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Esto ultimo es de suma importancia ya que nos indica que el manual es util,
siendo un apoyo para la asignatura de Microbiologia Médica de 9° semestre del
area Bioquimica Clinica, impactando en el fortalecimiento de la formacién
académica de los alumnos.

En el cuadro 2 de la validacion del manual se muestra la pregunta 10, la cual fue
establecida con el objeto de que los alumnos plantearan sus observaciones y/o
propuestas para la mejora del manual.

A continuacién se muestran las observaciones y/o propuestas de los alumnos asi
como una respuesta a su observacion.

1. “Una mejor calidad en las imagenes y esquemas, un poco mas explicitas
las imagenes”

e De acuerdo con la sugerencia planteada por los alumnos, cabe
mencionar que existe gran dificultad para encontrar imagenes con
una mejor calidad, las que se pudieron hallar fueron tomadas a partir
de los libros, mientras que otras fueron adquiridas directamente de
articulos e internet.

2. “Las imagenes de los medios de cultivo estan un poco repetitivas, si se va a
volver a mostrar una imagen de los medios, seria bueno colocar una
imagen diferente donde se apreciara mejor la forma de la colonia, como en
la imagen de SBA”

e De acuerdo con la propuesta que plantearon los alumnos, se puede
mencionar que existen pocas imagenes en libros, articulos e internet
que muestren un notable aislamiento de Francisella tularensis en los
diferentes medios de cultivo, en especial en el medio SBA, no
obstante, existen algunas imagenes como en el agar chocolate que
muestran un excelente aislamiento de esta bacteria.

3. “Si el numero de imagenes aumentara en el manual, seria mejor, dado que
la mayoria de la poblacion estudiantil aprende mas observando”

e De acuerdo con la sugerencia planteada por los alumnos, cabe
mencionar que en general los libros, articulos e internet presentan
poca variedad de imagenes en relacion con Francisella tularensis.
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4. “Agregar un poco mas de imagenes y esquemas respecto a los
procedimientos de toma de muestras y de cultivo”

e De acuerdo con la propuesta que plantearon los alumnos, se puede
mencionar que no se encontrd6 en el material consultado alguna
imagen o0 esquema que nos pudiera ejemplificar estos
procedimientos, ya que como se menciond anteriormente existen
pocas imagenes y esquemas en relacion con esta bacteria.

En la validacién se puede observar un panorama favorable, en donde el disefio y
el contenido del manual es considerado de excelente a bueno; mostrando que el
manual integral de diagnostico microbioldgico de Francisella tularensis tiene una
utilidad global del 96%.

Por ultimo, los resultados obtenidos en las observaciones y/o propuestas se
tomaran en cuenta con el propdsito de mejorar el disefio del manual.

Luego entonces este manual integral de diagndstico microbioldgico, es util y sirve
de apoyo a la materia de Microbiologia Médica de 9° semestre del area terminal
de Bioquimica Clinica, para que una vez egresados sea mas facil su aplicacién
experimental en un laboratorio dando un diagnéstico efectivo y rapido de los
pacientes.

Cabe senalar que esta obra es inédita, en el sentido de que no hay otra
recopilacion bibliografica y pictografica completa sobre esta bacteria constituida en
un manual de diagnodstico microbiolégico, solamente en el 2006 se llevd a cabo
una compilacion de informacién en un documento elaborado por la OMS donde el
tema central fue la tularemia, si bien la mayoria de su contenido es similar al
material consultado en libros, articulos e internet, aportdé buena informacion en
cuanto al diagndstico de Francisella tularensis.

Aunque en México existen focos naturales de la enfermedad, no se han reportado
casos en los ultimos afos y tampoco se ha generado nueva informacién sobre F.
tularensis; sin embargo es necesario que los profesionales del Sector Salud
conozca las caracteristicas epidemioldgicas de esta enfermedad, y al conocer asi
sus efectos puedan actuar con oportunidad ya sea en la prevencion o en el
diagndstico y tratamiento correspondiente.
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CONCLUSIONES

Se elabor6 un manual integral de diagnostico microbiolégico para Francisella
tularensis considerada como un patdogeno Gram negativo que afecta
principalmente a los animales y, en circunstancias ocasionales, al ser humano,
causandole una enfermedad que actualmente se conoce con el nombre de
tularemia. Aunque es muy poco frecuente en el pais, tiene una alta incidencia en
paises del hemisferio norte como en los Estados Unidos, Europa y Asia, por lo que
es necesario el conocimiento integral de esta bacteria, desde su taxonomia y
caracterizacion hasta su diagnostico y tratamiento. Los QFB’s en el area clinica
son responsables de identificar, asi como asesorar al personal de salud que lo
pudiera requerir en orientacion hacia el diagndéstico y tratamiento de la tularemia, y
si es necesario participar en la identificacién del posible foco de infeccién.

La utilidad global del disefio y contenido del manual integral de diagndstico
microbiolégico de Francisella tularensis es del 96%.

Esto significa que el disefio y el contenido del manual tienen una aceptacion de
buena a excelente, por parte de los alumnos, considerando la validacion del
mismo. Por lo tanto este manual efectivamente es util y sirve de apoyo en el
modulo de Microbiologia Médica de 9° semestre del area Bioquimica Clinica de la
carrera de QFB y areas afines.
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PROPUESTAS

Seguir fomentando los proyectos de investigacion de bacterias patégenas
extrafnas o poco frecuentes, para que todo QFB tenga conocimiento acerca de
estos agentes etiolégicos, con la finalidad de poder actuar de manera eficaz y
conjuntamente con el resto de los profesionales del Sector Salud en la prevencién,
diagnostico y tratamiento de estas enfermedades.

Propuestas B R{S
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