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1NTRODU.CC1 ON. 

El género Nocardla forma parte de los Actinomicetales, organismos pleo

mórficos que se. caracterizan por ser:b'acilos ácido-alcohol resistentes, aero

bios, Gram positivos, no esporulados y por formar micelios aereos. El género 

Nocardia fué descrito por primera vez en 1888 por Nocard (1), para designar 

a un organismo aislado de una lesión en el ganado bovino que Trevisan había 

referido como Nocardia ~cinica (2). Posteriormente del mismo tipo de lesio

nes se aislaron otros actinornicetos corno Nocardia brasil icnsis , Nocardia 

mexicana y Noca~dia pelletieri. Sin embargo González-Ochoa y col. (3) encon

traron que Jos cultivos de!.!_. brasil iensis y!.!_. mexicana eran morfológica y 

biológicamente idénticos Jo cual permitió considerar a!!_. mexicana como un 

sinónimo de Ja forma sudamericana previamente ~escrita, Dentro de este género 

existen tres especies que son patógenas para el hombre, ellas son Nocardia 

brasil iensis, Nocardia caviae y Nocardia asteroides. Las dos primeras indu

cen Jos micetomas que serán descritos posteriormente,!.!_. asteriodes es res

ponsable de Ja nocardiosis pulmonar o pseudotuberculosis que se produce por 

Ja inhalación del microorganismo,el cual se establece en los pulmones origi

nando un cuadro clínico semejante a la tuberculosis. Estos microorganismos 

han sido aislados del suelo en diferentes estados de Ja República Mexicana 

(~ 1 5,6,7,8,) y aunque son capaces de infectar animales de experimentación, 

las manifestaciones clínicas son diferentes de las que se presentan cuando se 

inocula un microorganismo aislado de un paciente infectado (9). 

N. brasil iensis, microorganismo que nos ocupa, es el agente causal del 
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micetoma que se observa no sotamente en países de América del Sur y México, 

sino también en Africa. El micetoma es una infección destructiva y crónica de 

la piel, tej Ido subcutáneo, fascias y hueso, que produce una tumefacción loca

l izada. 

N. brasil iensis .presente en la tierra (5), probablemente penetre en 

los tejidos del pie descalzo y de la pierna, después de traumatismos. En el 

individuo las lesiones se ven más frecuentemente en pie, pierna, redil la y 

musculo y con menor frecuencia en las extremidades superiores. En México se 

han visto pocos casos con localizaciones dorsolumbares, escapulares, pectora

les y con diseminación a pulmón y médula espinal (9). La patología gruesa del 

micetoma depende del área anatómica afectada por la enfermedad y el agente 

etiológico involucrado. Hay algunas diferencias importantes en la apariencia 

de las fístulas, la reacción tisular y la invasión a otros tejidos; el drena-· 

je de los trayectos fistulosos es característicamente seroso o serosanguino.

lento, aunque se pueden agregar infecciones bacterianas, en cuyo caso la se

creción es de características purulentas, complicándose con ello el aspecto 

clínico y patológico de la enfermedad, A pesar del agente etiológico lmpl ica

do las lesiones son histológicamente similares; los gránulos se observan gene-

.ralmente en el centro del absceso, el cual se encuentra rodeado por una gran 

acumulación de neutrófilos en diferentes estados de degeneración, Alrededor 

del absceso hay una gran zona de fibrosis y tejido de granulación, el cual es 

rico en capilares, células epitelioides, macrófagos y células gigantes multi

nucleadas. Los gránulos Actinomicósicos particularmente los producidos por 

tl. brasil iensis, se caracterizan por su coloración blanca, en ocasiones a-

( 2 ) 



marillcnta, los cuales miden g.eneralmente menos de un mm de diámetro, son 

suaves, lobulados y pueden algunas veces presentar en su periferia la organi

zación de los filamentos que a la microscopía se observan como clavas; dichos 

gránulos se pueden encontrar aislados o formando conglomerados. Es posible 

también observar filamentos ácido-alcohol resistentes que se fragmentan, 

dando lugar a los conocidos cuerpos bacilares (9), 

Se desconoce con exactitud la evolución de la enfermedad así como el pa

pel que juega la respuesta inmune en el huesped infectado, Reportes varios 

indican que la Nocardia es fagocitada por células polimorfonucleares y por 

macrófagos. Teoricamente la Nocardia fagocitada puede también ser digerida 

y eliminada o bien puede permanecer viable y persistir o aún replicarse den

tro de las células e iniciar una respuesta inmune celular o humoral (10,11). 

Los organismos que crecen intracelularmente, están protegidos de factores 

humorales y frecuentemente pueden estimular una inmunidad celular (12), 

Tanto la respuesta humoral como la celular que se presenta en individuos 

o animales infectados con!!· brasiliensis ha sido estudiada por varios auto

res (13,14). Así, se ha reportado la hipersensibilidad de tipo tardfo(HTT) a 

diferentes antígenos obtenidos de Nocardia. Globe y col. (15) y Bojalil y 

Magnusson (16), realizaron experimentos donde usaron antígenos obtenidos del 

medio de cultivo de Nocardia y se observaron reacciones cruzadas en pacientes 

tuberculosos. Asimismo, Ortiz-Ortiz y col. (17,18,19,), uti !izando antígenos 

obtenidos del material somático (extracto citoplasmático purificado,proteina 

ribosomal y poi isacáridos) ,lograron distinguir animales sensibilizados con!!· 

brasil iensis de aquellos sensibilizados con N. asteroi~. Posteriormente 
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Ortiz-Ortiz y Boj ali 1 (20) ens<Jyaron estos extractos por intradermoreacclón 

en pacientes con lep;~, tubércufosis y en individuos sanos, y no observaron. 

reacciones inflamatorias demostrando de esta manera su especificidad para 

!!_. brasiliensis. Con estos antígenos se obtuvo tanto J!!.-vitro como J!!.-vivo, 

una mayor especificidad que la observada con los preparados a partir del me-

dio de cultivo. Se ha investigado también la participación de los mecanismos 

de inmunidad celular en animales infectados con N. brasi 1 iensis y se ha re-

portado un aumento en la actividad fagocítica y en la digestión intracelular 

de los macrófagos inmunes (21), 

Ortiz-Ortiz, Contreras y Melendro (22), real izaron estudios sobre la 

dinámica de la HTT en animales infectados con Nocardia, por medio de la prue-

ba cutánea (PC) observando que la reacción alcanzaba su mayor intensidad al

rededor de lo; dias 20 a 25 después de la infetción y posteriormente dismi-

nuía. El máximo de reactividad celular encontrada en estos experimentos coin-

cidía con la reducción del tamaño del micetoma; de la misma manera, la reduc-

ción de la HTT se asociaba con un aumento en el tamaño del tumor, concluyen-

do en muchos casos con la esfacelación del miembro infectado. Asimismo, Me-

lendro y col. (21) midieron cambios en la resistencia del huesped infectado 

con!!..:._ brasil iensis, usando como indicador de esta propiedad la fagocitosis, 

la digestión intracelular de Listeria monocytogenes de los macrófagos de anf-

males infectados. En este estudio de protección cru~ada se encontró inicial-

mente en el día 15, un aumento en la digestión intracelular y posteriormente, 

en el día 20, un aumento en la fagocitosis. Los resultados muestran que los 

animales infectados con Nocardia presentan una estrecha relación entre la 
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reacción de HTT al antígeno de Nocardia y el incremento en la resistencia 

cruzada a.!:.· monocytogenes, sugiriendo una relación entre estas caracterís

ticas y la inmunidad mediada por células (23). 

En lo que respecta a la inmunidad humoral, se ha demostrado la presen -

cia de anticuerpos tanto en animales infectados con N. brasiliensis como en 

pacientes con micetoma actinomicósico. Bojalil y col. (23,24) demostraron 

por precipitación la presencia de anticuerpos contra el polisacárido de!!_. 

brasil iensis. González-Ochoa y col. (25) hicieron una correlación entre los 

títulos de anticuerpos detectados por fijación de complemento y la evolución 

clínica de pacientes con micetoma; los autores observaron que el aumento de 

los anticuerpos acompañaba a un mal pronóstico de la enfermedad; por el con

trario una disminución de los mismos era indicativo de un buen pronóstico, 

Ximenez y col. (26) encontraron que la vacunación de ratones con Nocar

dia o con Bacilo Calmette-Guerin (BCG) resulta en la formación de anticuer

pos contra los antígenos de Nocardia (26). Estos datos indican ·la existencia 

de una reactividad cruzada entre los antígenos de ambos organismos. Sin embar

go, un hallazgo importante es que solamente el grupo inmunizado con Nocardi~ 

es resistente a la infección por Nocardia, Esta resistencia correlaciona con 

.una mayor HTT a los antígenos de Nocardia que a los de BCG, lo cual pone de 

manifiesto la importancia de la inmunidad mediada por células ( IMC ) en la 

protección contra las infecciones por Nocardia (21). Los resultados son si

milares a los que se presentan en otras infecciones causadas tanto por bacte

rias como por parásitos intracelulares (27,28,29), 

Las evidencias anteriores sugieren que alteraciones en la IMC pueden ser 
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importantes en la patogénesis•de la infección por Nocardia (30). Así, se 

ha encontrado que ratones atímicos (desnudos), infectados con I!_.brasil iensis, 

mueren más rápido que los ratones normales, lo que apoya la importancia de 

los 1 infocitos Ten la resistencia a la infección por Nocardia (30), Sin 

embargo, la falta de células T en los ratones desnudos afecta no sólo la 

respuesta de IHC, sino también la respuesta de tipo humoral. 

El objetivo de este estudio es determinar el papel que el anticuerpo y 

la célula T tienen en la resistencia a la infección experimental por !!_.brasi

l iens is, 
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MATER 1 ALES Y METODOS •. . 
Animales. Se usaron ratones hembras BALB/c singénlcos de 4 a 6 semanas 

de edad, de una colonia mantenida en el Instituto de Investigaciones Biomédi

cas, de la Universidad Nacional Autónoma de México. Los animales se alimenta-

ron con tabletas de Purina (Purina de México, S.A. de C.V.), y agua ad libitum. 

Los animales se distribuyeron en diferentes grupos procurando que su peso fue-

ra homogéneo. 

N. brasil iensis.Se usó la cepa de!· brasiliensis UPHG-24, obtenida de 

un cultivo mantenido en el Instituto de Investigaciones Biomédicas, (31).La 

bacteria se propagó en un medio de Proskauer y Beck modificado por Youmans 

y Karlson (32). 

Obtención del antígeno. El antígeno utilizado se preparó de acuerdo a 

los métodos previamente reportados (20). El .proceso consiste en lo siguiente: 

La cepa de !:!·brasil iensis se creció en medio de Proskauer y Beck modificado 

por Youmans (32) a 37ºC. Las bacterias se cosecharon 21 dias después de la 

incubación, se lavaron con agua destilada caliente y se desengrasaron con 

una mezcla de alcohol-éter (1:1), los organismos se secaron y se suspendieron 

en una solución amortiguadora de tris-hidroximetil aminometano (Tris) O.OlM, 

pH 7.4, que contenía 0.01 M de acetato de magnesio (aproximadamente SO g de 

Nocardia en 200 ml de Tris). Se agregó desoxirribonucleasa a una concentra-

ción de 2 ug/ml y la suspensión se fraccionó en un aparato Sorvall-Ribi 

(modelo RF-1) a una presión de 15000- 30000 psi, Esta suspensión se mantuvo 

toda la noche a 4ºC. Posteriormente las células se separaron de los restos 

celulares por centrifugación a 3020 ~durante 60 min. el sobrenadante se cen-
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tri fugó de nuevo a 12000 .9.. por 30 min. y desP,ués a 48000 .9.. por 15 min. 

Finalmente el sobrenadante secentrifug~ a, 144000J!.. por 3 h. El sobre -

nadante obtenido se dializó contra agu~; ~e lfoflli~Ó•Y se congeló a -20°C, 

Este antígeno se usó en la titul~dón'de anticuerpos contra Nocardia y en 

la prueba de HTT (14). 

Ratones depletados de células T (B). Para eliminar las células T, los 

animales de 4 semanas se tlmectomizaron, posteriormente se irradiaron letal-

mente (900 R) (33) y finalmente se reconstituyeron por vía intravenosa con 

5 x 107 células de médula ósea contenida en 0.3 ml de Solución Salina Balan-

ceada ( SSB ), obtenidas de ratones normales singénicos de la misma cepa 

que habían sido previamente tratadas con suero anti-timocito y complemento 

(34).Al mismo tiempo se irradiaron los animales controles. Los animales se 

infectaron una semana después de la transferencia celular. Cuando los ani--

males B se sacrificaron se verificó la presencia de residuos de tejido tímico; 

si se encontraban, eran excluidos del experimento, 

Infección con Nocardia. Los animales se inocularon en el cojinete plan

tar con 0.05ml de una emulsión que contenía 2 x 108 células de.!!_. brasilien-

~viables en solución de Na Cl 0.15 M, incorporada en adyuvante incomple

to de Freund ( A'IF) (Difco Laboratories, Detrolt, Mich como se ha descri-

to previamente (35), Los cojinetes infectados se midieron y examinaron perio-

dicamente para determinar la presencia del micetoma. El grosor se midió con 

un microcal ibrador (The L.S. Starret Co, Athol, Mass), Las lecturas se compa-

raron con las obtenidas en animales inyectados solamente con el adyuvante. 

Los valores fueron expresados en mm.La respuesta inflamatori'a en los animales 
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infectados con Nocardia se midió de la misma manera. Las evaluaciones finales 

se realizaron generalmente 3 semanas después de la infección •. La respuesta 

inflamatoria se evaluó en una escala de 0-4 (36) como se describe en la ta-

bla 1. 

Histología.En cada animal se hicieron estudios histológicos del miembro 

infectado • Para su observación Jos cortes se tiñeron.con hematoxilina-eosina 

(36). 

Obtención de anticuerpos. El suero anti-llocardia .se preparó inoculando 

lotes de ratones con 2 x 108 células de Nocardia viables suspendidas en AIF. 

La· inmunización se realizó inyectando 0.05 mi en el cojinete plantar; JO 

dias después se repitió la dósis en el otro cojinete plantar, usando ahora 

N. brasil iensis muerta. A diferentes intervalos se tomaron muestras de san-
~ . . 
gre del plexo retro-orbital y se detectó la p·resencia de anticuerpos anti-No-

cardia mediante la prueba de doble difusión en agar (23,37), La prueba fué 

positiva en el período comprendido entre los dias 25 y 45 después de Ja inmu-

nización, Los animales 5e sangraron 40 dias después de la infección y Jos 

anticuerpos se precipitaron con una solución de sulfato de amonio (38,39), 

Mocardia opsonizada. s.e. preparó mezclando 2 x 108 células de!!_.~

Jiensis viables con 3 mg de anticuerpo específico (ya que se vió que era la 

concentración que mejor opsonizaba ), Para su inoculación Ja Nocardfa se la-

vó 3 veces y se resuspendió en solución de Na CI O~ 15 M. Este método resultó 

adecuado para cubrir a Ja Nocardia ya que bajo condiciones similares el anti-

cuerpo marcado con fsotiocianato de fluoresceína (40,41) se combinó con Ja 

llocardia ~-vitro, como pudo evidenciarse al microscopio de fluorescencia.La 
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. 
bacteria así tratada se Inoculó a cada ratón en un volumen de O.OS ml 

Conjugación del anticuerpo anti-Nocardla con isotiocianato de fluores-

ceína.El anticuerpo anti-Nocardla se marcó.con isotlocianato de fluoresceína 

( 41 ). La reacción entre el isotiocianato de fluoresceína y el anticuerpo se 

llevó a cabo mezclándolos en una proporción de 1:20 (Ja concentración del 

anticuerpo fué de 1%) respectivamente, usando una solución amortiguadora de 

carbonatos 0.5 M pH 9; la mezcla se incubó 60 min a 4ºC con agitación cons-

tante. La proteína conjugada se dial izó contra un amortiguador de fosfatos 

isotónico 0.15 M pH 7, hasta que el líquido dial izado estuvo libre de colo-

ran te. 

Determinación de anticuerpos. Se usó hemaglutinación indirecta para ti-

tular los anticuerpos en sangre obtenidos del plexo retro-orbital de animales 

infectados con Nocardia, Se sensibilizaron eritrocitos de carnero (SRBC) con 

un extracto de Nocardia (EN), por medio de glutaraldehido y ácido tánlco 

como ha sido previamente descrito (42). Con este objeto, se trató un volu-

men de una suspensió~ de SRBC al 5% con glutaraldehido y ácido tánico (5 mg/ 

100 mi de PBS 0.01 M pH 7.2), se mezcló con un volumen igual de EN que conte-

nía lmg/ml de proteína. Las células se agitaron 60 min a 24'C y se lavaron 

4 veces con un amortiguador de fosfato isotónico 0.01 M pH 7,2 Se coloca-

ron volumenes de O, 1 mi de la suspensión de SRBC en placas de hemaglutina-

ción (Cooke Engineering Co, Alexandria VA) y se a!(regó O, 1 mi de las diferen-

tes diluciones del suero en estudio. Las placas se incubaron a 4ºC durante 24 

h y se determinaron los títulos de hemaglutinación, 
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Eliminaci6n de linfocitog con receptores para Nocardia. Con el objeto de 

eliminar específicamente la población de linfocitos con receptores para EN se 

siguió el método descrito previamente· por \falker y col. (43), La técnica con

siste en incubar 1 x 10 9 SRBC cubiertos con el EN (SRBC-EN) con 5 x 107 cé

lulas de bazo suspendidas en un mi de BSS enriquecida con 5% de suero fetal 

bovino (BSS-S) durante 30 min , Después de la incubación las células se cen

trifugan a 140 .9.. por 3 min a 4ºC y se dejan por 30 min a 4ºC; Finalmente el 

paquete celular se resuspende suavemente con una pipeta Pasteur. Las células 

que forman rosetas con SRBC-EN se separan de las células que no forman rosetas 

por centrifugación en un gradiente de Ficoll-hypaque (44) a 200 ~por 8 min 

a 20 ºC. Las células que forman rosetas se van al fondo del gradiente mientras 

las que no hacen, es decir , las células que no llevan inmunoglobulina espe

cífica para el EN, permanecen en la interfase del gradiente. Las células que 

permanecen en la interfase se aspiran y se lavan dos veces con BSS-S, Esta 

población de linfocitos carente solamente de aquel los con receptores para el 

EN se us6 en los estudios de transferencia. Esta última fué incapáz de for-

mar rosetas con SRBC-EN. 

Determinación de linfocitos formadores de rosetas con SRBC-EN. La cuan-

tificaci6n de estos 1 infocitos se hizo por medio de examen microscópico consi

derando como roseta a aquel linfocito que tuviera 3 o más SRBC unidos a su 

superficie. El número de rosetas se determinó por cuenta total en la cámara 

de tleubauer, 

Reacción de HTT. ~~ inocularon 50 ug de EN en 50 ul, en el cojinete 

plantar derecho de los animales normales¡ en los animales Infectados con N. 
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brasiliensis la prueba se realf'zó.,en~eLcojfoete .. no:.iñfectado 1Para excluir la 

posib11 idad de una reacción inmediata el sitio de inyección se examinó 6 y 8 

horas después. A las 24 h , nuevamente· se midió el grosor del cojinete inocu

lado,con un microcal ibrador. Se hicieron también estudios histológicos de los 

cojinetes inoculados (17, 36). 

Análisis estadístico. Se usaron las_pruebas de Fisher (47)para determi

nar la homogeneidad de las varianzas de ambos grupos. Cuando fueron homogé

neas se aplicó la prueba !_de Student (47) para estimar la significancia de 

las diferencias. Cuando las varianzas fueron heterog&neas se uso la prueba 

U de Hann-Whitney (47) con el fín de evaluar las diferencias. 
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RESULTADOS 

Infección con Nocardia. Ratones ~noculados en el cojinete plantar con 

2 x 10
8 

células de Nocardia viables incorporadas en AIF, presentaron una reac-

ción inflamatoria inespecifica la cual también se evidenció en Jos ratones 

controles, inoculados solamente con AIF. Sin embargo, los animales infectados 

con Nocardia mantuvieron una inflamación significativa, la cual fué mucho 

mayor que la de Jos animales que recibieron solamente el adyuvante. La res-

puesta inflamatoria subsecuente y la presencia de micetoma se analizó des-

pués de 3 semanas de la infección, 

Los estudios histológicos de la zona infectada mostraron inicialmente un 

infiltrado de células pol imorfonucleares, Después de una semana los cortes 

mostraron una reacción inflamatoria de tipo granulomatoso, sin gránulos acti-

nomicósicos. Sin embargo, los estudios real izados después del día 14 mostra-

ron la presencia de micetoma, que consistió escencialmente de un granuloma 

en cuyo centro se apreciaban pequeños abscesos rodeados de gránulos actinomi-

cósicos¡ en algunos casos se apreció caries en el hueso que contenía el infil-

trado granulomatoso. Las lesiones multi lobulares presentaron zonas bien defi-

nidas con una masa central de organismos ácido-alcohol resistentes formando 

un gránulo, rodeado por granulocitos e htstiocitos. El nGmero de lóbulos au-

mentó a lo largo de Ja infección y después de 2 semanas de la infección se 

observaron a su alrededor macrófagos espumosos, los cuales aumentaron después 

de tres semanas de infección, En el citoplasma de los macrófagos se encontró 

gran nGmero de microorganismos, Los animales control que recibieron Gnicamente 
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salina en AIF mostraron inicialmente una reacción inflamatoria inespecífica 

caracterizada por un infiltrado celular de poi lmorfonucleares que generalmen-

te desapareció después de 2 semanas •. 

Efecto de la eliminación de células T sobre la resistencia a la infec-

ción por N. brasiliensis. Las células T de ratones se eliminaron por timec

tomla (Tx), irradiación y reconstitución con células de médula ósea (ratones 

B), los ratones B no formaron anticuerpos cuando se les inoculó un antígeno 

timo dependiente (eritrocitos de burro), Estos ratones B se infectaron con 

2 x 108 organismos de Nocardia. La alta susceptibilidad de estos animales 

a la infección por Nocardia se manifestó por la pérdida espontánea de lapa-

ta infectada. A los 14 dias post infección, 7 de los 14 ratones infectados 

habían perdido la pata infectada y para el día 21, otros 5 animales la per-

dieron. Estos animales no presentaron anticuerpos hemaglutinantes anti- No

cardia a lo largo del experimento. Histológicamente no hubo diferencias 

cualitativas con aquellos animales que perdieron el miembro infectado, aunque 

el infiltrado celular fué de menor magnitud, Por otro lado, el grupo control 

no tlmectomizado, reconstituido con células Be infectado con Nocardia, sólo 

presentó pérdida del miembro en 2 animales y todos presentaron anticuerpos 

. hemaglutinantes a Nocardia y a EB (Tabla 1 t). Histológicamente todos los ani

males mostraron micetoma. Los ratones B, sin células T parecen ser más suscep-

tibies a la infección por Nocardia que aquellos animales que presentaron su 

aparato inmunológico intacto. 

Los ratones B que recibieron solamente el AIF mostraron una reacción 

inflamatoria de mayor magnitud que los animales normales, Sin embargo, la 
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inflamación sólo fui slgnlflc~tiva a los 7 dias después de .Ja inoculaci6n. 

Estos resultados sugieren que las células T ya sea por medio de Ja 

inmunidad humoral o celular juegan u~ papel importante en la resistencia a 

Ja infección por Nocardla. 

Papel del anticuerpo en Ja Infección por Nocardia, Con el objeto de 

determinar el papel que el anticuerpo tiene durante Ja infección por !!_.bra

si J iensis, se realizaron estudios en los cuales se administró pasivamente 

anticuerpo anti-Nocardia en el curso de Ja infección de ratones con N. bra

sil iensis. Inicialmente se realizó un experimento en el cual se administró 

pasivamente ant~cuerpo anti-Nocardia un día antes, 7 y 14 despuis de la 

infección con!!_. brasiliensis( con el objeto de mantener elevado el nivel de 

anticuerpo). En los ratones que recibieron pasivamente el anticuerpo, se en

contraron anticuerpos anti-Nocardia hemaglutiriantes. Los títulos de anticuer

pos en los ratones B y los normales se determinaron los dias O, 6, 13 y 20 

despu6s de la infección y fueron similares en ambos grupos (Tabla 111), El 

rango de los títulos de anticuerpos varió entre 1:64 y 1 :512, Los resulta

dos obtenidos indican que el anticuerpo no parece tener un efecto protector, 

sino por el contrario,parece favorecer la infección, ya que los animales B 

que recibieron anticuerpo presentaron una pirdida de la pata infectada en 

menos tiempo que los animales similarmente tratados (Tabla IV). 

Se hicieron otros estudios para determinar si el anticuerpo anti-Nocar

dia podía proteger. Estos consistieron en administrar el anticuerpo pasivo 

en forma similar al experimento anterior y ademis infectar con Nocardia pe

ro ahora opsonizada. Como puede observarse en Ja Tabla V, el tratamiento 
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combinado de anticuerpo pasivó y de Nocardia opsonizada, no fué más efectivo 

en la inducción de resistencia que la sola transferencia de anticuerpo e in

fección con N~cardia viable sin cubrí~ con el anticuerpo. Por el contrarío, 

los animales normales y B asF tratados tendie~on a aumentar la pérdida 1 es

pontánea del miembro infectado. Así, después de 12 días de infección, el 50% 

de los ratones B perdieron la extremidad infectada, y el 100% de ellos la 

habfan perdido para el día 18. Los ratones normales tratados idénticamente 

tuvieron después de tres semanas de la infección con ~ocardia un 80% de pér

dida del miembro infectado, Sin embargo, ni el anticuerpo administrado pasi

vamente al huesped, ni la bacteria cubierta con anticuerpo, disminuyeron la 

presencia del micetoma, por el contrario ambos favorecieron la infección y 

la pérdida de la pata infectada, 

HTT en ratones infectados con N.brasiliensis.Esta prueba se hizo a in

tervalos de 5 dias después de la infección. La reacción tardfa aumentó hasta 

alcanzar su máximo en los dias 20-25. Posteriormente la HTT disminuyó, Los 

ratones normales no mostraron ninguna respuesta al antfgeno de Nocardia. 

Respuesta inmune contra EB en ratones normales y B. Para comprobar si 

los ratones B estaban desprovistos de células de timo se procedió a inmuni

zarlos con un antígeno timo dependiente y a determinar su capacidad de for

mar anticuerpos contra el mismo. La determinación de anticuerpos se realizó 

por el método de Jerne (45,46). Comparativamente se inmunizó un grupo de ra

tones normales. Como puede verse en la Tabla VII, los ratones 6 fueron inca

paces de formar anticuerpos contra EB, Por otra parte los ratones normales 

formaron anticuerpos contra dicho antígeno, 
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Efecto de la eliminacl6n ~specffica de linfocitos B con ·receptores para 

tloca rd 1 a. Cé 1u1 as dé bazo de ratón con receptores para EN se a 1s1 aron de an 1-

ma 1 es normales por medio de Incubación con SRBC cubiertos con el extracto de 

Nocardla. Las células B con estos receptores formaron rosetas con SRBC-EN, 

permitiendo de esa manera su separación en un gradiente de densidad. Todas 

las demás células como son:l infodtos B,no específicos para Nocardia y línfo-

citos T permanecieron en la interfase, La idea presuponfa que este procedi-

miento podrfa prevenir la formación de anticuerpos contra EN permitiendo la 

producción de otras inmunoglobul inas no alteradas, 

Después de la irradiación letal (900 R) un grupo de ratones se reconsti

tuyó por vfa i.v. con 5 x 107 células de bazo de las cuales se habfan elimi

nado 1 infoci tos con receptores específicos para EN y otro con células de bazo 

totales (no tratadas). Una semana después los ratones se inyectaron en el co

jinete plantar con 2 x 108 organismos de Hocardia. Se puede observar que los 

ratones que se inocularon con células sin 1 infocitos B con receptores especí-

ficos para EN tuvieron menor inflamación en la pata infectada que aquellos 

ratones no tratados e infectados con Nocardia en la misma forma. 

A los 50 dias de iniciado el experimento, los ratones reconstltuídos con 

células sin 1 infoci tos B específicos para Nocardia no presentaron mlcetoma, 

de acuerdo al criterio histológico( Tabla Vl·), Por otro lado los ratones con

troles que recibieron células de bazo totales desarrollaron un micetoma tfpl

co y cinco perdieron el miembro ínfectado(Tabla VI). 

La Tabla Vil· muestra que los sueros de los ratones irradiados y recons-

tttufdos con células 1 infofdes que no contenían células B específicas para 
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Nocardia, no producen anticuerpos hemriglutinantes contra EH después de 50 

di as de ·la infección. En cambio Jos s'ueros .de 'los ratones reconsti tuídos 

con células totales de bazo tienen títulos de anÚcuerpos hemaglutinantes 

en un rango de 1:16 a 1:64, después de 25 dias de la infección y estos títu

los permanecen así hasta los 50 dias. Es necesario mencionar que los ratones 

reconstftuídos con células de bazo sin 1 infoci tos B con receptores para rn 

responden normalmente a otros antígenos no relacionados, como por ejemplo 

ES (TablaVI 1). Las células formadoras de anticuerpos contra ES fueron simi

lares en Jos ratones reconstituidos con células 1 infoides sin células B espe

cíficas para Nocardia o en los transferidos con células totales de bazo y 

posteriormente inmunizados con EB, lo cual nos indica que no existe ninguna 

alteración en la respuesta inmune a antígenos no relacionados. A continuación 

se determinó si los ratones que no formaron anticuerpos después de la infec

ción podían producir reacciones de HTT. La prueba se hizo inoculando EN en 

el cojinete plantar de los ratones. Los ratones para la prueba se escogieron 

arbitrariamente. Una se real izó el día25, tiempo en el que se ha repbrtado 

que la respuesta de HTT es más alta(14}; la otra se hizo 50 dias después de 

la infección. Ambos grupos presentaron una reacción de HTT positiva en los 

dias 25 y 50 después de la infección (Tabla VII), mostrando así que la reac

tividad de las células T para el EN era normal y que la presencia o ausencia 

del anticuerpo contra EN, no afecta significativamente la inducción o la ex

presión de la IHC a Nocardia, 
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DISCUSION 

Los datos que aquí se presentan sobre la caracterización de la respuesta 

inmune en animales infectados con N, brasiliensis indican que, la inmunidad 
' 

por 1 infocitos Tes importante en el mecanismo de defensa de tales huespedes 

infectados y que el anticuerpo no parece participar de una manera significa-

tiva en el mismo. Los resultados iniciales que involucran a las células T 

provienen de experimentos con ratones deficientes en estas células y que se 

infectaron con!'!.:_ brasiliensis y en donde se vió que la protección a la in

fección era casi ~ula, Los resultados indican que ratones B (deficientes en 

células T) son más susceptibles a la infección por!!_: brasi 1 iensis que aque-

!los con aparato inmune completo. Aunque los ratones B muestran una reacción 

inflamatoria de menor intensidad que los animales normales, sus lesiones 

tienden a ser más destructivas. 

Estos resultados correlacionan con los de Folb y col, (JO), donde se 

usaron ratones atímicos (desnudos nu/nu). Sin embargo, en ambos experimentos 

la carencia de células T es capaz de afectar no solamente la inmunidad celu-

lar sino también la inmunidad humoral. Cuando los ratones B, incapaces de 

formar anticuerpo contra Nocardia, se transfirieron pasivamente con tales 

anticuerpos, ellos fueron totalmente incapaces de controlar la infección.En 

tales animales la infección progresó rapidamente, y ;I miembro infectado con 

la bacteria sufrió una esfacelación. Esto ocurrid más rápido que en los ra-

tones B y los normales que no habían recibido anticuerpo pasivamente (Tabla 

111), 
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Los resultados obtenídos con la Nocardia opsonizada son interesantes 

(Tabla 111) •. Uno esperaría que la Nocardia opsonízada sería más rapidamente 

fagocitada, y promovería la fusión del fagosoma con.el 1 isosomá, lo que oca

sionaría la destrucción del organismo dentro del macrófago. Sin embargo, en 

la presencia de anticuerpo la Nocardia prolífera y produce lesiones en el 

miembro infectado, Sugiriendo que la fagocitosis y la fusión fagosoma-1 isoso

ma no son suficientes para destruir a este microorganismo ácido-resistente. 

Folb y col. (30) han reportado que aunque en los animales infectados no se 

observa la fusión del fagosoma-1 isosoma, sí se presentan cambios progresi

vos y degenerativos de la Nocardia. Los hallazgos en pacientes con micctoma 

no difieren de los aquí reportados, ya que el anticuerpo anti-Nocardia no pa

rece ser protector sino por el contrario de mal pronóstico (25). Los experi

mentos discutidos anteriormente no demuestran que el anticuerpo tenga ningGn 

papel importante en la protección contra Nocardia; asimismo, tampoco apoyan 

la participación directa de células Ten tal resistencia. 

Todo parece indicar que bajo las condiciones estudiadas el anticuerpo 

facilita la infección. Este mecanismo de acción ha sido descrito en sistemas 

tumorales (48) y la explicación que se ha dado es que el anticuerpo enmascara 

los determinantes antigénicos de las células tumorales, evitanto tanto el es

tímulo antigénico del aparato inmunocompetente como el reconocimiento inmuno

lógico de dichas células(49), lo que resulta en la sobrevida de las células 

tumorales. En los experimentos que nos ocupan, un mecanismo similar puede es

tar evitando el reconocimiento de la Nocardia por las células inmunocompeten

tes una vez que se ha combinado con el anticuerpo específico, faci 1 ítando así 
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su desarrollo en el sitio de i~oqulaclón , 

Los antígenos de Nocardla pue.den lnduci r un bloqueo Inmunológico Incre

mentando la producción de anticuerpos, como ocurre con otros lnmunógenos, o 

con antígenos tumorales o de tejido(48). Asi; el anticuerpo puede abolir la 

IMC al unirse a la Nocardia bloqueando de esa manera su reconocimiento por 

las células inmunocompetentes del huésped. En los ratones la transferencia 

pasiva de anticuerpos a Nocardia aumenta el crecimiento del microorganismo y 

los conduce a la pérdida espontánea del miembro infectado, proporcionando de 

esa manera una prueba adicional para el último mecanismo de facilitación pro

puesto. Sin embargo no se sabe con certeza si la infección por Nocardia está 

realmente asociada con la presencia de anticuerpos bloqueadores. 

Otra posibilidad para explicar la falta de protección puede ser la for

mación de complejos antígeno anticuerpo, que interfieren con la funciñn de 

1 infocitos T; o bien que existe una regulación en la producción y función de 

las células mediadoras de HTT, 

Aunque en el huésped el uso de adyuvantes aumenta la susceptibilidad a 

la infección por Nocardia, el desarrollo de la infección es el mismo que el 

observado en los ratones infectados con!:!_. brasil iensis en solución salina¡ 

ambos presentan el mismo patrón histológico y no existen diferencias en la 

aparición del micetoma. Además las características histológicas son similares 

a las que se observan en humanos infectados con N. brasiliensis. 

Los resultados presentados aquí también indican que la respuesta humoral 

no contribuye significativamente al mecanismo de resistencia contra Nocardia, 

La respuesta de los animales a Nocardia se determinó por hemaglutinación. 
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Los títulos de an~icuerpo en el.suero no correspondieron a Jo esperado,con

siderando que Nocardia es como Mycobacterium,un buen adyuvante y que contie

ne substancias que Je dan tales propiedades (50,51), además también es un ac

tivado r po 1 i c 1ona1 • 

Sin embargo existen varias posibilidades que expliquen los títulos ba

jos de anticuerpos en animales infectados con N. brasiliensis,La primera es 

que el EN utilizado para sensibi !izar a los SRBC no contenga todos los antí

genos presentes en el microorganismo. la segunda, es que la Nocardia propi

cie la formación de células T supresoras, lo cual puede alterar la respuesta 

inmune del huéspcid infectado (manuscrito en preparación), La tercera es que 

el anticuerpo circulante se enlace al sitio de infección donde se encuentra 

la Nocardia, como ocurre en otras condiciones patológicas, 

Experimentalmente se ha encontrado que ratones inmunizados con BCG o 

con Nocardia,presentan títulos de anticuerpos similares (SO) .A pesar de la 

similitud en títulos de anticuerpo se ha visto que estos animales tienen un 

comportamiento diferente en la resistencia al desafío con Nocardia. Los rato

nes inmunizados con Nocardia son m5s resistentes a la infección con el orga

nismo homólogo que aquellos inmunizados con BCG, ya que Jos mecanismos de 

resistencia que se desarrol Jan durante las re infecciones homólogas con micro

organismos intracelulares, son más potentes debido a que se encuentran ínti

mamente 1 igados con un evento inmunológico especrfico que es el desarrollo 

de Ja hipersensibi 1 idad .r:a idea.erared imfnar ra·•l'a~puesta humoral específi

ca a Nocardia por medio de la remosión de las células B específicas para tal 

microorganismo, Nuestros estudios de eliminación de clonas específicas para 
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Nocardia apoyan la ,hipótesis de'que 'el anticuerpo contra Nocardla facl 1 ita 

la infección en e'f'hJé~p~cl'~ EJ .. número de células que formaron rosetas no 

varía de losir~pp_~/~d~-~{e~bfr~s sistemas (113), si se considera que el ex-
:,,." 

tracto_ de Nocárdla';'~ontiene varios antígenos y que cada uno de estos contri

buye a la-formación de. las mismas por las células linfoides. Corno ya semen-

cionó el EN usado en la formación de rosetas B, puede no contener todos los 

antígenos del microorganismo; sin embargo, los resultados obtenidos permiten 

aseverar que los antígenos importantes est5n presentes en el mismo, ya que 

la eliminación de las células B con receptores para Nocar~ protege al ani-

mal contra la infección. A pesar de su incapacidad para formar anticuerpos, 

los animales transferidos con la población depletada en células B fueron ca-

paces de dar una respuesta de HTT al antígeno de Nocardia,similar a la pre-

sentada por los animales normales infectados. Sin embargo, a diferencia de 

Jos últimos, los ratones transferidos~ con la población depletada fueron ca-

paces de controlar la infección por Nocardia. Estos resultados apoyan el pa-

pel facilitador del anticuerpo y sugieren que la HTT, en ausencia de anti-" 

cuerpo parece ser efectiva en controlar la Infección, estableciendo la im-

portancia de Ja IHC en esta enfermedad. El cojinete plantar de los ratones 

q·ue recibieron cé.Julas de bazo sin linfocitos con receptores para llocardia 

y que se infectaron con Nocardia, no presentaron ninguna característica ma~ 

ero o microscópica de micetoma. Por otro lado, Jos ratones transferidos con 

Ja población total del bazo presentaron gránulos actinomicósicos caracterís-

ticos de la infección, 

La importancia de la IMC y del anticuerpo en el huésped infectado con 
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.!:!_. brasiliensis está delineada e~ nuestros experimentos con ratones depleta

dos de células T y en aquellos depletados de células B específicas para No

cardia. Los resultados indican que la lMC es esencial en la infección produ

cida por Nocardia y que el anticuerpo facilita el crecimiento de este orga

nismo en el huésped infectado. 
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TABLA 

i'nducción de mÍcetoma en ratones infectados con N. brasi 1 iensis. 

lnfla~aciónª Histologíab Pérdida espontánea del 
1as miembro infectado 

lnóculo 2 7 16 21 positiva/total 14 21 

Nocardia-AIF 3. 4 3.8 3.0 3,3 JO/JO 0/10 2/10 

Sal ina-AIF l. 3 J. 1 o o 0/10 0/10 0/1 o 

a. La evaluación se hizo en una escala de o..:4; .Q_,sin inflamach3n¡ .!_, lesión 

inflamatoria media¡ ~' inflamación moderada, Ja pata muestra una inflama

ción mayor que Ja pata normal, Ja cual no 1 Jega al doble de la última¡ l_, 

inflamación que es dos veces el tamano de la pata de los ratones no in-

fectados; !±_, inflamación tres 6 más veces el tamaño de Ja pata infectada 

ó pérdida es·pontSnea del miembro infectado, 

b, Es positiva cuando hay infiltrado celular con características de un gra-

nuloma, gránulos actinomicóticos y/o hueso danado, 



TllBLA 11 
Efecto de Ja eJ,iminación de células Ten Ja resistencia de 

ratones a Infecciones por Nocardraª 

Histología 

Pérdida es"ontánea del 
miembro ~nfectado 

O 1 A S 

Ratones lnóculo lnf 1 amaci ónb positiva/total 7 JI¡ 21 

Nocardia-AIF 3, 1¡ 14/14 O/JI¡ 7/14 10/14 

B 
Sal ina-AIF o 0/15 0/5 0/5 0/5 

Nocardia-AIF 3.2 10/10 0/10 0/10 2/10 
Normales 

Sa 1 i na-Al F o 0/5 0/5 0/5 0/5 

a. Los ratones se inocularon en el cojinete plantar con 2x108 organismos 

de Nocardia incorporados en AIF. Los ratones no infectados se inocularon 

con solución salina O.ISH incorporada en AIF. 

b. La inflamación se midió en el día 21 en una escala de O-li(Tabla 1). 



TABLA 111 
Determinación de anticuerpos anti•Nocardia en ratones transferidos 

pasivamente con anticuerpo anti-Nocardiaª, 

Determinación de anti-ENb T t u 1 o s d e h e m a g 1 u t n a c ó n 

OIAS R A T O N E S 

B NORMALES 

-2 o o 
ad 322-± 76 23Q "!: 25 

6 76 ± 12 140 ± 31 

13 115 :t 37 217 ± 80 

20 281 ± 62 473 :!: 161 

a. Los ratones se inyectaron ip con 1 mg de anticuerpo anti-Nocardia· los días 

-1, 7 y 14 después de la infección con 2x108 organismos de Nocardfa, 

b. El suero se obtuvo del plexo retroorbital de los an'tmales, 

c. La prueba de hemaglutinación se hizo con SRBC-EN preparada como se descrt• 

be en Material y Métcdos. Los valores representan la recíproca de los tí

tulos promedios :t ES del suero obtenido de 5 ratones 

d. La prueba se hizo una hora antes de la infección con Nocardla. 

e 



Ratones 

B 

Normales 

TABLA IV 
Efecto en ratones de la transferencia pasiva de anticuerpos 

anti-Nocardia sobre la resistencia a la. infección por Nocardfa~ 

lnflamaciónb 

3,8 

3.4 

Histología 

positivo/total 

717 

10/10 

Pérdida espontinea del mie~bro 
infectado 

7 

0/7 

0/10 

O 1 A S 
14 

417 

0/10 

21 

6/7 

4/10 

a. Los ratones recibieron tres inoculaciones de 1 mg de anticuerpo anti-Nocardia 

en Jos días -1, 7 y 14 después de la infección con 2x108 organismos de Noeer-

día. 

b. La evaluación final de la inflamación se hizo 3 semanas después de la infec-

ción como se describe en Ja Tabla l. 



TABLA V 
Efecto del antlcuerpo anti-Nocardia sobre la resistencia a la 

infección por Nocardia previamente opsonizada con anticuerpo 

específico. 

H is to logia 

Pérdida espontánea del 
miembro infectado 

Ratonesª lnflamaciónb positiva /total O A S 

7 12 18 22 

B 4.D 12/12 0/12 6/12 12/12 

Normales 3.0 10/10 0/10 0/10 2/10 8/10 

a. Los ratones se inyectaron ip con 1 mg de anticuerpo anti-Nocardia los 

días -1, 7 y 14 después de la infección con 2 x 108 organismos de Nocar-

día opsonizada previamente con anticuerpo específico como se describe 

en Mate r 1a1 'y Métodos •. 

b.- La evaluación final de la inflamación se hizo 3 semanas después de la 

infección como se describe en la Tabla l. 



TABLA V 1 
Efecto en ratones de la eliminación de linfocitos B con 

receptores para Nocardia sobre la infección por Nocardia. 

1nócu1 o t rans fer ido 

Células linfoides sin 
células B específicas 
para Nocardia. 

Células totales de bazo 

Inflamación 

o.s 

2.,6 

Histoloqía 
positiva/total 

0/10 

10/10 

Pérdida espontánea del 
miembro infectado 

D 1 A S 

25 30 50 

0/10 0/10 0/10 

2/10 2/10 5/lO 

a. Se transfirieron ratones irradiados letalmente (900R) con 5 x 107 células 

totales de bazo o bién con células linfoides sin células B con receptores 

para Nocardia. Una semana después se les inyectó con 2. x 108 organismos 

de Nocardia. 

b. Los animales se observaron 50 dfas antes de sacrificarlos para los estu

dios histológicos, 



TABLA VI 1 
Eliminación de linfocitos B con receptores específicos para 

Nocardia: Efecto sobre Ja respuesta inmune después de Ja 

infección con Nocardia.ª 

lnóculo transferido Anticuerpos a ENb 
O 1 A S 

HTT a ENd 
pos i ti va/tota 1 

25 

Células linfoides 
sin células B espe- 0/5 
cíficas para Nocardia 

Células totales de 
bazo 5/5 

a. Ver leyenda de la Tabla 1, 

30 50 

0/5 0/5 

5/5 515 

25 50 

290± 35 515 515 

252 :': 60 5/5 515 

b. La recíproca de los títulos de hemaglutinación : ES de los sueros de 5 ratones 

transferidos con células totales de bazo fueron: día 25, 32 ± 9; dra 30, 
35 ! 8; día 50, 51 :': 8, Los ratones transfertdos con células 1 infoides sin 

cé Ju 1 as B especffi'cas para Nocard i a no forma ron anti cuerpos hemag 1 ut i nan-

tes a EN. 

c, Los ratones se Inmunizaron con l x 109 EB ip en 0,2 ml se solución sal i·na y 

5 días más tarde se sacrificaron para determinar la presenci'a de anticuerpos. 

La evaluación de células formadoras de anticuerpo se 1 levó a cabo el día 50 

post-infección. 



d. El promedio del grosor 8el cojinete plantar: ES (mm) de los ratones 

normales que recibieron 50 fg de EN fué de 0.070 ! 0.0017. Una res

puesta HTT positiva, fué significativamente diferente de la obtenida 

en los controles normales. El promedio del grosor del cojinete plantar 

±ES de los ratones transferidos con células linfoides que no tenran 

células B especrficas para Nocardia fué de O. IDO ± 0,0032 y la de los 

ratones que recibieron células totales de bazo fué ·de O. 109 ~ 0.0035. 

No hubo diferencias significativas entre ambos grupos en los diferentes 

dras ensayados, 
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