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1.0 INTRODUCCION

Es por todos conoeido que el ambiente influye directamente sobre -
los organismos en los mis distintos aspectos. En el caso del hom——
bre, es cvidente que la ruptura del equilibrio ecoldgico repercute
de manera importante en la salud del individuo.

Existe un gran nimerc de enfermedades infecclosas, causadas por ~-
bacterias, virus, pardsitos y hongos, y es con respecto a &stos G1
timos organismos, que varios micSlogos médicos han estudiade la —
frecuencia de las micosis en diversas partes del mundo, pues a me-
nudo no se conocen cifras exactas ni relativas y debido & ésto, sé
lo se tiene una idea de la importancia de €ste tipo de afecciones

humanas.

El micetoma es una enfermedad que puede ser causada por bacterias
(actinomicetoma) o por hongos (eumicetoma). En México, debido a =
las condiclones geogrificas y socloeconémicas que prevalecen, el =
micetoma estd considerado como una de las micosis o pseudomicesis

{segiin el agente causal) de tipo subcutfneo mds frecuentes.

Existen diversos estudios clinicos, en los cuales se ha investiga-
do 1la frecuencia de &ste padecimiento; sin embarge, hay pocos re

portes referentes a la etfologfa y patogenia de la enfermedad.

El presente trabajo dard a conocer algunos datos epidemiolfgicos,
en cuanto a la frecuencia de alslamiento de actinomicetos del géne
ro Nocardis, a partir de suelos y 1la correlacidn con su patogenici
dad.

1.1 Definicidn

El micetoma es un sindrome de localizacién, indoloro, deformante;

la enfermedad resulta de la implantacidn tisular traumftica de los
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organismos causantes, que normalmente habitan en el suelo. Las le~
siones, que son de tipo tumoral, se componen de abscesos supurati-
vos, granulomas y fistulas con presencia de grinulos o granos. La
triada: tumefaccidn, fistulas y grinulos es usada en sentido res——

trictive para definir el término .icetoma (11,17).

Las lesiones se localizan usualmente en pies y con menor frecuen--
cia en dorso, hombros, gliteos o cualquier otro sitio. Los tejidos
implicados son: piel, tejido subcutineo, fascia muscular y hueso;
las lesiones contienen granulomas y abscesos, los cuales supuran y
drenan a trav@s de fistulas. El pus contiene granos, los cuales va
rfan desde microscépicos hasta de 2 mm. de diimetro, Tamano, color,
forma, textura del grinule y dimensiones de 16s filamentos o hifas,
varian segiin la especie del actinomiceto u hongo y, algunas veces

sugiere la etiologfa especifica (Cuadro # 2) (40).

1.2 Antecedentes histdricos

No hay registros que nos permitan conocer la frecuencia de las mi-
cosis profundas en México antes del siglo XX; sin embarge, la pri
mera comunicacifn mexicana que se conoce acerca de una micosis pro

funda, se refiere a micetoma, descrita por Cicero en 1912 (27).

A continuaciSn se anotan algunos de los datos histSricos mds sobre

salientes en cuanto al estudio de los micetomas:

1842 Me Gill reporta por primera vez la enfermedad em Madura, In
dia y la designa como "Pie de Madura" (40).

1846  Colebrook revisa el caso anterior y lo confirma como una =~
nueva entidad clinica (40). . .

1860 Carter Van Dyke introduce el término micetoma y lo describe
como tumores causados por hongos (7).

1871 Bristowe analiza wicroscSpicamente los granos y describe ——:

dos tipos: los de filamentos gruesos y los de filamentos -—



1892

1905

1912

1913

1914

1916

192t

1321

1942

1946

1947

1949

1961

1963

finos- (40):

Kanthack y 1894 Vincent, tratan de definir la enfermedad --
(20}.

Brumpt describe algunas de las diferentes especies de hon--
gos causantes de micetoma (4,5).

Langeran agrega a la lista de agentes etioldgicos a Noear--
dia spp y Actinomyces spp (9).

Cicero, en México, dd a conocer los primeros einco cascs de
micetoma (27).

Pinoy sugiere dividir en dos grupos a los agentes causales
(38).

Ocaranza di a conocer cuatro casos de micetoma, en un perfo
do de tres afios en el estado de Sonora, México (40).
Chalmers y Acchibal redefinen a los micetomas segiin el tipo
de agente etiolégico (8).

Boyd y Crutchfield en E.U.A. observan que de 32 casos de mi
cetoma en Norteamérica, 19 pertenecen a México y sugieren -~
el nombre de Actinomyces mexicanus para el agente etioldgi-
co (40).

Latapf hace la recopilacidn de 100 casos estudiados en el -
Distrito Federal, México (40).

Gonzidlez-Ochoa reclasifica a Actinomyces mexicanus como No-

cardia brasiliensis (40).

Se presentan los primeros casos estudiados en el Hospital -
General de México, 5.S5.A. (35).

Latap{ obtiene buenos resultades en cuanto al tratamiento -
del padecimiento (40).

Lavalle di a conocer un caso de micetoma en mano causado —-

por Streptomyces sp (40).

Gonzdlez-0Ochoa aisla Noecardia brasiliensis vy N. asteroides

de suelos en donde se cultiva caiia de aziicar en el estado -
de Morelos, México (40).
Mariat investiga ¥ concluye que en la Repiiblica Mexicana se

encuentra el mayor fndice de actinomicetomas (31).
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‘1965 Fukuéhiro reporta el primer caso de micetoma en Japdn (40).

j1966 Lavalle hace un estudio epidemioldgico de 61 casos y repor-
ta que la ocupacién mds afectada es la de los agricultores
y que el grupo de edad mds susceptible es entre 21 y 40 ---
afios (40).

1968  Kurup aisla diferentes especies de Nocardia a partir de sue
los de la India (40).

1969  Avram hace un estudio retrospectivo en 12 afios y reporta 24
casos de micetoma (40).

1971 Conti-Piaz relaciona la termotolerancia con la patogenici--
dad en cepas alsladas de fuentes naturales (40).

1972 Mejorada aisla Nocardia brasiliensis de suelos de diversos
lugares de México (34).

1978  Aceves estudia 140 casos de micetoma en Guadalajara, Jalis-
co, México, de los cuales el 90X fueron causados por Nocar-~
dia brasiliensis (40).

1987 Ldpez-MartInez hace un estudio retrospectivo de 28 afios, —-
multicéntrico, de la frecuencia de micetomas, reportando un
total de 2,250 casos en MéExico y lo sefiala como el segundo

pals del mundo en cuanto a frecuencia (24).

- 1.3  Etjologia

El elemente mis caracteristico del micetoma es el grano. Este gra-
no es en realidad una colenia de hongos o de actinomicetos que se

han desarrollado en tejido y que, generalmente son eliminados por

fistulas (44).

Los granos son blancos, amarillos, rosades, rojos o negros, depen-—
diendo de la especie del agente etloléglco. El tamafio y la consis—
tencla tambi&n varfa con la especie del hongo o de la bacterla; y

en algunos micetomas, el exdmen microscSpico de los granos (inclu-
sive sin cultivar) permite a los micSloges experimentados identifi

car a las especles de hongos (11).



A pesar de las similitudes clinicas, lps’mi;étépis puede

sados por cualquiera de los organismos anotados

En México, los agentes etioldglcos mids comunes ééu
ma son: Nocardia brasiliensis (Castellani gé.Chélwer
Actinomadura madurae {Lechevalier, 1970) (27).

1.3.1 Clasificacidn taxondmica

Las principales hongos causantes de eumicetoma, se encuentran cla-
sificados dentro del Reino Fungi en las Clases Ascomycotina y/o --
Deuteromycotina {(Cuadro # 3), mientras que los actinomicetales cayd
santes del actinomicetoma, se encuentran clasificados dentro del -

Reino Monera en el Orden Actinomycetales (Cuadro # 4).

1.3.2 Morfologfa y Ciclo de vida

Los agentes etloldgicos del actinomicetoma, se caracterlzan por ——
ser bacterias aeroblas, que crecen en forma filamentosa y ramifica
da (13,14,15,16,17,40). La caracterlstica mis distintiva de los ac
tinomicetales es la produccidn de filamentos cenociticos (sin sep=
tos transversales) parecidbs a los que se encuentran en algunos --
hongos verdaderos; sin embargo, &stos filamentos tienen un didme--

tro inferior al de los hongos, normalmente no mayor de l.54(.

Su reproduccifn se realiza por fragmentacidn, gemacidn o bien por

escicidn (42). Los filamentos mis filnos pueden fragmentarse, origl
nando formas bacilares (alargadas o cocoldes). El tiempo en que --—
ocurre la fragmentacifn varfa de acuerdo con la especie, siendo &g
to lo que determina los diferentes tipos de colonias (Cuadro # 5).
As{, los filamentos que tienden a romperse tempranamente, las colo
nlas serdn blandas o mucoides, mientras que aquellos filamentos --
que se rompen después de varios dias, forman un micelio ramificado

y por lo tanto, desarrollan colonlas de una textura y consistemcla



duras‘(ll).

Eétos microorganismos tienen uma estructura celular procaridtica -
tﬁpica, ya que carecen de membrana nuclear, mitocondrias y reticu-
lo endoplasmico rugoso. El material nuclear consiste en fibrillas
finas que estfn usualmente situadas en la regifn central de las cg
lulas y con menor frecuencia presentan otras estructuras de poli--
fosfatos. Las paredes celulares de algunas especies, contienen dci
do wurdmico y dcido diamino-pimélico. Son sensibles a las lisozi-~
mas y a los agentes antibacterianes como la penicilina, ce;racié&i'
~mas y sulfamidas (11,40). ’ i

La determinacidn de los géneros suele basarse en sus caradteri?ti;'
cas tintoreales y morfoldgicas (Cuadro # 6) y para la identifica—-
c¢ifn de especie, se apoya en las caracteristicas hidquimidas o fi-

sioldgicas de los microorganismos (Cuadro # 8) (9,43,45).

En el caso de los micetomas eumicdsicos, presentan mayor diversi--
dad en cuanto a los agentes etioldgicos; los hongos causantes de -
eumicetoma, son de tipo filamentoso y pueden ser tanto hialinos co
mo dematiaceos; pueden carecer de fase sexual o bien, ser hongos -
perfectos; por lo que, la descripcidn de cada unc de ellos es muy

particular a nivel de género y especie {(Cuadro # 7).

Sin embargo, en términos generales, los hongos que generan al mice
toma poseen una estructura celular eucariStica cladica (presencia

de organelos y nficleo). En cuanto a la composicién quimica y es---
tructural de la pared celular, las diferentes especies difieren en
su organizacidn estructural, pero en general, la pared estd com---—
puesta de una matriz amorfa constituida por mananas y glucanas (pg
limeros de manosa y glucosa), en la cual se encuentran embebidas -
fibrillas cuyo principal constituyente es la quitina (polimero 11~

near de N-acetil-glucosamina) (41).



En cuanto a. su reproduccidn, los hongos que ‘1o hacen sexualmente.

es a través de ascas y ascosporas, . por lo- que se'les llama Ascomi-"

cetos; pero los que carecen de reproduccion sexual se’ clasifican -
como Deuteromicetos, porque.su reproduccion es a través de diferen

tes formas conidiales.
1.3.3 Fisiologia y Bioguimica

Debido a la gran similitud morfolégica entre algunas de las espe--
cies de actinomicetales, para una tlasificacién mds certera, fre--
cuentemente se recurre a pruebas bioguimicas, en donde se pone de
manifiesto la capacidad de asimilacidén o descomposicién sobre un -
sustratc determinado. Existe una gran cantidad de pruebas bioquimi
cas; en el cuadro # 8 se encuentran anotadas las mis usuales para
el reconocimiento e identificacién de los principales agentes del
micetoma (3,9,29,43,45).

El caso contrario sucede con los hongos, los cuales suelen clasi-
ficarse en base a la morfologia que presentan, mas qgue por pruebas
bicquimicas; sin embargo, aunque menos utilizadas, no dejan de ser
especificas. En el cuadro # 9, se anctan algunas de las pruebas ==
bioquimicas usadas para la identificacidn de agentes productores -

de eumicetoma (11,36,40,41).
1.3.4 Fcologia

_ La mayoria de los agentes causantes de eumicetoma son fitopatége=-. .
nos o saprofitos, pues residen principalmente sobre desechos vege-
tales, espinas o astillas y es a través de la abrasidn con éstos -
materiales, que se permite la entrada por la dermis para su.poste-

rior implantacidn (11,27,40).

Como.en el caso de 1a’ esporotricosxs, exxsten evidencias de las. =

diferencias inherentes entre aislamientos de suelos; vy 1a habilx-l
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;dad.paré‘producir infeccidn, por ejemplo, las cepas de Exophiala -
jeancelmei (M¢ Ginnis et Padhy8, 1977) aisladas de suelos, son in-
capaces de crecer a una temperatura por arriba de 30°C, mientras -
que ‘de aislamientos humanos crecen rdpidamente a temperaturas ele~
vadas. La termotolerancia es un factor primordial para determinar
el potencial de patogenicidad (40); como sucede en otras micosis,
el hombre actia como un agente selectivo para cepas, las cuales -~
pueden adaptarse rdpldamente al amblente interno y a las defensas

de los tejidos vivos (11,40).

Existen factores ecolégicos muy importantes que influyen en la dis
tribucién geogrifica de los micetomas por especies determinadas =~
(27). Aungue ¢l nmicetoma es raro o esporiidico en la mayor parte --—
del mundo, esto no indica que est& correlacionade con la ausencia

del agente etloldgico en esas Areas. Notablemente Scedosporium —--
apiospermum (Castellani et Chalmers, 1919) se presenta con frecuen
cia en Norte y Este Central de E.U.A. y Canadd, pero los casos de

micetoma son raros en esas zonds (11,40). En nuestro pafs, también

se han aislado diversos actinomicetales productores de micetoma, a
partir de suelos, en mucho mayor frecuencia que los casos de mice=-
toma regiscrados (13,14,15,17).

1.4 Epidemiologia

Existen varlos estudios referentes a la epidemlologfa de leos mice-
tomas, y todos ellos indican que es un padzcimiento que se presen—
ta en las reglones situadas entre los dos trdpicos y con clima tro
pical y subtropical (27,29,50.32). La incidencia de la enfermedad

es alta en Eréas rurales, donde la exposicidn al suelo, ocupacién,

salud y habitos, pueden ser factores que contribuyan (40).
1.4.1° " Mecanismo de infeccidn

El micetoma no es contagioso y el hombre es infectado accidental--
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mente cuando sufre algin traumatismo y se implantan subcutdneamen-
te astillas, espinas & tierra, que pueden ser el habitat natural -
de algunos de los agentes eticldgicos (11,16,17,32), El traumatis-
mo dé la puerta de entrada a los organismos que se desarrollan en
el tejido celular subcutdneo creando una lesidn crénica de evolu-
cidn muy lenta. Para que la lesidn progrese, deberdn existir dife-
rentes factores: estado de la piel, salud general del individuo, -
hipersensibilidad previa por inoculacones anteriores que curaron y
las caracterfsticas de la lesidn subcutdnea y traumitica que por -

Jo general, ha sido insuficientemente tratada (27).

1.4.2 Frecuencla y Distribucidn geogrdiica

El clima juega un papel importante en la distribucldn geogrdfica -
de los micetomas, sea directamente favoreclendo los factores de —-—
- crecimiento de los actinomicetales en el suelo, ¢ indirectamente,

favoreciendo el crecimiento de arbustos espinosos que predominan ~

en las zonas endémicas de los micetomas eumicdsicos (44).

La frecuencia de los micetomas varia mucho de una regidn a otra. -
Existe un cinturdn mendial situado entre el Trdpico de Cincer y el
Eeuador, aproximadamente entre las latitudes 15° Sur y 30° Norte y
es en los palses que cruza dicho cinturdm, en donde la frecuencia

de micetomas es mucho mis elevada {35). El micetoma en otras areas
geogrdficas, aunque también es conocido, es raro o esporddice (11,
30,32).

La regidn del mundo en donde los micetomas son mids frecuentes, es

en Africa (23,27,30,32). En India, donde la enfermedad se descri--
bid por vez primera, tiene una frecuencia mids baja, aunque sigue =
-siendo un padecimiento importante. Los casos Son comunmente vistos
en palses de Am&rica Central y dreas adyacentes (11,40,41). México
es un drea de alta endemicidad, comparable con los paises de mayor

frecuencia donde el micetoma es una enfermedad significativa (24).
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LAbbd:t'éstudiG en Sudﬁﬁ a 1,231 pacientes en sblo dos afios y medio
sin,tomaf‘eh cuenta a aquellos que se encontraron fuera de aten---
cidn. médica {40). En 1964, Lynch descubrid en la misma regidn, va

“'rios. clentos de casos mis; sin embargo, &sta afeccidn no se ha re-

'-poﬁoéido mis que en una veintena de casos en la Repdiblica del Con-

“.go.{44), Por otro lado, los autores franceses han enfatizado la -
alta endemicidad del micetoma en el cinturfn transafricano extendi
do desde el Oeste de Senepgal, Mauritania, Chad y Nigeria a través
de Algeria y Sudin hasta la costa de Somalia (40). En 1963, Mariat
publicd una casuistica mundial, en la cual se notaba desde enton--
ces que MExlco se encontraba entre les paises en los que habla ma-
yor frecuencia de micetoma. En la actualidad, el pals que tiene re
gistrado el mayor niimero de casos es Suddn y que segfin Lavalle, es
un pals que tiene grandes semejanzas con México como por ejemplo:
los dos palses se encuentran entre 14° y 33° de latitud Norte y es
tdn transectados por el Trdpico de Cincer, tienen climas similares
ya que la &poca de lluvias que va de junfo a octubre, es seguida -
de una época de frio que va de octubre a marzo v por Gltimo se pre
senta una &poca de calor seco, sin precipitacidn pluvial alguna, -
de marzo a junio. La cantidad de precipitacidn pluvial anval, tam-
bién coinecide, la eual varfa de 50 a 500 mm3 (40).

En una encuesta realizada en 1967 por Marlat, se descubrid que los
micetomas QE tipo eumicéslco son mds frecuentes en Africa, mien—--
tras que los micetomas actinomicSsicos se presentan con mayor fre-
cuencia en AmErica. En nuestre pafs la especie m@s comiin responsa-

ble de micetoma es Nocardia brasiliensis (27).
1.4.3 Incidencia diferencial

En regiones de alta endemicidad, hay razdn para creer que ademis
de la exposicidn a un traumatismo, una nutricidn inadecuada, higie
ne deficlente y un mal estado de salud general, son factores que -

determinan la incidencia de la enfermedad; de hecho, se ha observa
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do que la ocupacién y la salud pueden ser considerados como facto :
res de predisposicidn para la infeccidn (40). En cuanto a 1&5'ca—-‘

racterIsclcas diferenciales se encuentran:

-~ Sexo.~- El micetoma se reporta con mayor frecuencia en el se*o -
masculine, lo cual puede explicarse por varias razones: a) la re--
nuencia de las mujeres, en alta frecuencla, para dirigirse al mé-
dico; b) el alto grado de exposicidn del hombre por cuestiones la-
borales y, c¢) no puede descartarse la influencia hormonal o genét&r

ca que haga m3s resistente a la mujer (35).

- Edad.- Ningin grupo de edad estd exento, paro la mayoria de los
casos reportados es en jovenes adultos, entre los 20 y 45 anos, --
época en que el hombre es mds activo y por lo tanto, se expone al
agente causal y a la infeccidn. En los extremos de la vida, la fre
cuencia disminuye. La edad en que se inicia el padecimineto es im-
portante, pues en los pacientes que lo padecen en la nifiez, al lle
gar a la pubertad se agrava el cuadro clinico, lo mismo ocurre en
las mujeres que se embarazan y, durante la gestacidn las lesiones

se exacerban (35).

~ Raza.- Todas las razas son susceptibles. La raza no es un factor
significativo, excepto por lo relacionado a la residencia geografi

ea y exposicidn al agente etioldgico (11).

- Dcupaéf&n.- Qeurre mids frecuentemente en personas con activida——
des en dreas rurales y de tipo agricola, como por ejemplo los cam-
pesinos, en las cuales el individuo se encuentra mis expuesto a -
que le penetren astillas o espinas que le provoquen heridas, que -

con facilidad se contaminan con tierra (11).

- Localizacidn topogridfica.- El micetoma puede afectar cualquier
parte del cuerpo, pero las extremidades inferiores son las mayor=--

mente afectadas, siendo el pie la localizacidm mds frecuente debi-
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do 2 su proximidad con el suelo. El hibito de andar descalzo o de
usar zapato abierts, favorecem los traumatismos y la infeccidn. En
México, la segunda localizacidn importante eas el tronco, debido 2
la costumbre de cargar sobre la espalda o de abrazar bultos de di-~

versos vegetales (35).

1.5 Ciinica y Patogenia

Los micetomas a pesar de sus diversas etiologfas, caen dentro de ~
un tipo clinico general. Las variaciones en el sindrome estdn rela
cionadas con el agente etloldgicoe, localizacidn anatdmica, dura—--
cifn de la lesidn, manejo médico previo y el estado gencral de sa=-
lud del paciente (11). En cases sin complicacidn hay poco o ningin
dolor, flebre y linfadenopatfa (40). La evelucidn de &ste padeci~-
miento es muy erdnica (27). La enfermedad comunmente permanece lo~
calizada, aunque puede extenderse lentamente a tejidos contipuos,

produciendo deformacidn y deshabilidad severas en tedo un miembro

0, alcanzar extensiones mis importantes (27).

Hay evidencias de que después de la implantaclén, el organisme pug
de permanecer qulescente por alglin tiempo y posiblemente requiere

de otro desafio del 4rea o tiempo para adaptarse al hospedero (40);
€5 por eso que el traumatismo, por medio del cval se inoculan par~
ticulas contaminadas, toma un tiempo no conocido en producir la le
si6u inicial y, en muchas ocasiones, el antecedente traumStico ha

sido olvidado por et paciente (27). La mayorfz de log casos regisg~
trados, muestran dafio previo en la regifn Involuerada y la apari--

cidn de los sfntomas ocurre despuds de varios afies (40).

Las lesiones se extienden profundamente dentro de los tejidos sub-
cutdneos, parcialmente a lo largo de la fascia (11}, o pueden lle-
gar a los ganglios linfdcicos y por contigiiidad o a través de los
vasos linfdticos segulr su camino (27); la diseminacidn hematfgena

es vara (40}).
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La lesidn primaria es invasiva localmente, indolora, se presentan

abscesos y fibrosis subcutdnea masiva, la cual dd una apariencia -
semejante a un proceso tumoral, de consistencla dura del &rea, la

cual lentamente se alarga (40) y evoluciona a la formacidn de un -
pequefio goma que toma clerto tiempo en fistulizarse; algunas veces
las pequefias lesiones nodulares (tumoraciones) no se abren al exte
rior sino tardfamente y, el pus que sale por las fIstulas es esca-
so (27). S1 no son diagnosticados y tratados a tiempo éstos micetp
mas iniciales o micromicetomas, continidan aumentando de voldmen --
hasta llegar a producir deformidad de la regidn y dolor. Cuando la
superficie es observada, se localizan numerosas prominencias, cada
una de ellas conteniendo el orificio de una fistula (40), Las le——
siones se extienden profundamente dentro de los tejidos subcutd---
neos invadiendo tejido conectivo, ligamentos, eventualmente hueso,
pero tendones, miisculo y tejido nervioso, son pasados por alto, ==~
aunque algunos actinomicetos regularmente penetran tejido muscular
(40). Si el micetoma se encuentra cerca de grandes cavidades corpo

rales, tambi&n puede invadirlas (27).

Con la mayorfa de los agentes etiollglcos, es rara la infeccidn a

visceras, aunque el aislamiento de Scedosporium apiospermum con ——

granos tIpicos obtenidos de pulmdn, ha sido reportado (40). En mi-
cetomas de piel cabelluda, particularmente aquellos causados por -
Madurella mycetomatis (Brumpt, 1905), si el paciente no ha recurri
do a cuidados médicos tempranos, puede ocurrir un rdpido curso fa=-
tal en pocas semanas o meses con lesfones osteoliticas tempranas -
en cabeza (11). Las lesiones intraosteales, mis que las periostea
les, pueden indicar que la enfermedad estd diseminando. Cuando la

enfermedad se encuentra en gliiteos, pecho o tronco, particularmen-
te con Nocardia brasiliensis, hay tendencia a una rdpida y amplia

diseminacidn (40).

Los tejidos abscedados supuran y drenan a través de miiltiples ffa-

tulas y en algunos casos puede coexistir una infecciSn bacteriana
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agregada, pero 165 tejidos profundos estdn remarcadamente libres -
de bacterias agregadas. Una fistula puede permanecer abierta por =

. meses o, puede cerrarse y reabrirse o ser reemplazada por fistulas
nuevas; la descarga puedé ser sanguinea, seropurulenta o purulenta
(11}.

Cuando existe drenaje, la secrecidn contiene numerosas particulas
pequeflas o granos que varian en tamafio (300/La S mm.) y su presen=-
cia sirve para diferenciar a ésta enfermedad de otras parecidas --
(pseudomicetomas) . Como enfatizd 2afas y col., la triada: tumefa--
ccidén, formacidn de fistulas y granos, es necesaria para el diag--
nostico del micetoma (40}, e inclusive el aspecto clinico ha sido
considerado por algunos autores, acostumbrados a éstos procesos pa
toldgicos, como muy orientador al tipo etioldgico de los mismos ==
2n.

1.5.1 Histopatologlia

Como se ha visto en secciones de tejido, los agentes causales son

granos, mas que elementos individuales de hongos o bacterias. Si -
no hay granos formados, la lesidn no puede ser clasificada comd un
micetoma. Algunas veces, se necesitan examinar microscopicamente -
numercsas secciones para encontrar un simple grano (11); en gene--
ral, alrededor del grano se desarrolla una regidn de tres zonas: -
polimorfonucleares, histiocitos y fibrocitos, que tienden a limi-
tar la infecci6n (2,19,21,44). Una descripcidn mis detallada se da

a continuacién:

Como ya se ha mencionado, el desarrollo completo del micetoma es =
crénico, supurativo y con lesiones granulomatosas que destruyen --—
progresivamente los tejidos contiguos; regionalmente hay tumefa---
ccibn, deformidad y formacidn miltiple de f£istulas que intercomuni
can abscesos profundos con areas de piel ulcerada (11,12,26). En -

el foco supurativo se encuentra el hongo o bacteria, en forma de -
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‘granos caracteristicos, los cuales est&n compuestos por colonias -~
(6,;7,18,46); entre éstas y los tejidos circunvecinos del hospedero
hay una reaccidn inflamatoria’'y supurativa, la cual puede estar ---
acompafiada por una reaccién de tipo epitelioide y de células.gigan-
tes multinucleadas (1,25,43). Los granos estén embebidos vy rodeados
por un material 2osindfilo homogéneo y algiin material hialino cuya
naturaleza exacta se desconoce; éste material, puede ser uma sustan
- cla proteiéa creada por la reaccidn del hospedero, mds que una por=
cidn inﬁegral del agente etiolégico, pere puede contener componen—-—

tes antigénicos del microorganismo (11,27,40).

©-Bn.algunas. ocasiones puede haber dificultad para disiinguit los gra
-nos, pero generalmente, éstos se presentan en forma compactay caw=<
racteristicamente tienen una matriz similar a cemento y una’cubier-
ta exterior de material eosinéfilo, que en el caso de algunoé.ac;i-
nomicetos, forman extensiones radiales o arreglos en racimo‘(11,22,‘;

33), a los cuales se les ha denominado "clavas* (27,41). . o
1.5.2 Inmunologia

Aungue los agentes etioldgicos del micetoma, tienen una amplia dis-
tribucidn mundial, el nimero de casos humanos parece probar un alte
grade de resistencia natural del hospederc y un bajo grado de pato-
genicidad de los organismos. La enfermedad no se ha asociado con debi
lidades subyacentes. Si algin factor predisponente es consideraéd;

éste o éstos podrian ser: mal estado general de salud, desnutricidn

exposiciones repetidas e higiene personal (11,40).

1.6 Diagnéstico

La presentacidn clinica del padecimiento es por si misma muy ---
orientadora para diagnosticarlo; sin embargo, el papel que juega

el analisis de laboratorio es muy importante, ya sea para corrobo
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var o descartar el diagnstice clfnico o bien, para establecer la
etfologila correcta y en consecuencla, instaurar el tratamiento ade

cuado para el paciente.

El exdmen directo del pus, revela la presencia de los granos, lo -
cual es dlagndstico. La experiencia del investigador para examinar
tamafio, forma, color y consistencia de los granos, y conoclendo el
tipo de micetoma comin en determinada Area geogrdfica, frecuente--
mente pueden identificar con certeza ''razonable" la especie del a
gente etioldgico (11,40,41). Aunque la morfologfa y el color de --
los granos son de ayuda para el dlagnGstico etiloldglco, varlas es-
pecles pueden presentar granos similares y es por &sto, que se te

comienda clasificar al organismo con estudlos posterlores mis es—

pecificos (3,9,27,40,43).

El primer paso es efectuar el exdmen microscépico directo, de los
exudados del paciente, para ello basta poner entre porta y cubre-
objetos el pus o los granos con una gota de hidrdxido de potasio
(KOH) al 15%, dejando aclarar la prepsracién durante 10 minutos,
para posteriormente observarla al microscopio (11,27), y de &sta
forma por la naturaleza de los granos, se podrd hacer la diferen-
cla entre micetoma actinomicdsico del eumiedsico y, en las manos
de un micélogo experimentado, un diagndstico presuntivo del agen-
te causal (40,41).

Por otro lado, los mismos productos bloldgicos del paclente, de-

berdn cultivarse. Los agentes del micetoma crecen relativamente ~
rdapido (10 a 15 dfas) a una temperatura de 25 a 28°C. El medio de
cultivo mis utilizado es Sabouraud-dextrosa-agar con & sin anti--
bidticos (cloranfenicol y ciclohexamida), aunque algunos actinomi
cetales crecen mis ripido en agar-Lowestein. Las caracteristicas

morfoldgicas macro y microscdpicas de las colonias, la afinidad -
tintoreal observada en un frotis asi como la histopatologfa, ser-

virdn como indicadores de la identificacidn del agente causal; pe
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ro sl alguna duda quedara, serd necesario recurrir a las pruebas -

,bloquimicas para su determinacidn especffica (11,40).

Ademdis del aislamiento y la identificacidn, existen otros métodos
como son, los estudios de gabinete, que pueden ayudar al diagnlsti
co de la enfermedad; la radiologia, angiograffa, termografia, etc.,
son de gran utilidad para diagnosticar el ataque a profundidad y -
reconocer la participacidn fsea o la localizacidn de un micetoma -
que no produce fistulizacidn y granos al exterior (11,27). En los
rayos X, el micetoma puede mostrar necrosis, osteoporosis genera-
lizada y alguna fusidn de huesos pequefics. Pueden estar presentes
dreas de hipertroffa osteal v lisls, asI como largas muescas de --

las lesiones ocupadas por abundantes granos (40,41).

Por @ltimo, el uso de las reacciones seroldgicas es de poea utili-
dad; se han efectuado diversos estudics para obtener antIgenos ade
cuados, que sirvan para efectuar pruebas seroldgicas confiables; -
sin embargo, no hay que perder de vista, que los agentes etioldgi-
cos del micetoma son muchos y muy variados, por lo que se ha pensa
do en la posibilidad de elaborar un antigeno polivalente {27,40).
En realidad, no hay procedimientos serolégicos establecidos para -
el diagndstico & prongstico del micetoma, puesto que algunas inves
tigaciones realizadas por Gonzdlez-Ochoa (16,17,18), Bojalil (37),
Maghoub (28), han demostrado que no hay correlacidn entre los titu
los de anticuerpos y la duracidn, severidad o extensidn de ia en--
fermedad (10).

1.7 Tratamiento

Es necesarioc que el tratamiento sea vigorose y prolongado, pues s&
lo de esa manera se asegurard que la dosis adecuada del medicamen-
to esté presente en el tejido involucrado. Para los micetomas écti
nomicSsicos, las drogas de eleccidn son aquellos derivados de las

sulfamidas y la diaminodifenilsulfona.
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El esquema que ha mostrado mayor efectividad es la asociacldén de
sulfametoxasol-trimetoprim 400 mg. con dehidroestreptomicina ! g.
por dia por 15 & 20 dfas y continuar después con 500 mg. diarios

de sulfametoxipiridazina. (Comunicacién verbal Dr. Lépez, M.R.).

En el caso de los micetomas eumicGsicos, se han ensayado diversos
agentes antifiingicos (anfotericina B, griseofulvina, nistatina, -
ete.), pero ninguno ha mestrado tan buenos resultados como la te~
rapia instaurada para los actinomicetales. La intervencidn quirdr
gica incluye la exploracidn y el drenaje de las fIstulas, dese—--
chos de tejido enfermo y extraccién de los quistes de los huesos

involucrados. Un tratamlento médico, combinado con el quirdirgico,
puede ser recomendado. La cirugia radical y amputacidn, deben ser

considerados {inicamente como {iltimos recursos (11,27,40,41)



CUADRO # 1
AGENTES - ETIOLOGICOS DEL MICETOMA HUMANO
Y DE OTROS ANIMALES

‘Micetoma Actinomicdsico:

Actinomyeces israelid
Nocardia asteroides

Nocardia brasiliensis

Nocardia otitidis-cavarum

Actinomadura madurae
Actinomadura pelletieri

Streptomyces somaliensis

Micetoma Eumicésico:

Scedosporium apiospermum

Madurella grisea
Madurella mycetomatis
Leptosphaeria senegaliensis

Exophiala jeanselmei

Heotestudina rosatii

Pyrenochaeta romeroi
Curvularia geniculata

Tomado y modificado de Emmons, Ch. W., et al (l1)



CUADRO # 2
COLOR DE LOS GRANOS DE LOS DIFERENTES AGENTES ETIOLOGICOS
DEL MICETOMA, OBSERVADOS EN SECCIONES DE TEJIDC

De blanco a amarillo:

Scedosporium apiospermum

Acremonium falciforme

Acremonium recifei
Neotestudina rosatii
Actinomadura madurae
Nocardia asteroides
Nocardia otitidis-cavarum

Nocardla brasiliensis

Actinomvces israeldii

Actinomyces bovis

De café a negro:

Madurella mycetomatis

Madurella grisea

Exophiala jeanselmei
Pyrenochaeta romeroi

Leptosphaeria senegalensis
Curvularia geniculata

De rosado a rojo:

Actinomadura pelletieri

Tomado y modificado de Rippon, J.W. (40)



: CUADRO'»,# ‘3 ; ;
CLASIFICACION 'I‘AXONOMICA DE_ALGUNOS' AGENTES E'rxomcmos
SANTES. DE MICETOMA

sdperfhéino=> 'Eucariota
Reino: Fungi

- Dlvisién. Eumycota i;

‘Subdivisiéni Ascomycotina

'oculoascomycetes e Rt Y AT S

Clase:
““Orden: * Pleosporales -(Dotheliales) |
Géneros y especies:

Leptosphacria sengalensis

Neotestudina rosatii’
Orden: Sphaeriales
Género y especie:

Pgeudallescheria boydii

Subdivisibén:  Deuteromycotina
Clase: - Hyphomycetes
Orden: Moniliales
familia:. Moniliaceae
" Gneros % especiesér Madurella spp
) : : - Acremonium spp
o "'"familiéz"f'bématiaceaei.f,, : L B
'Génefbs y'especies: Exophiala jeanselmei

Curvularia geniculata

U Familiaz Tﬁbetculariaceae.
-Géherqu'especie: ' Fusarium spp
vFamilié~' Sphaeropsidaceae
’ Género y esPecie- Pyrenochaeta romeroi

Tomado y modificado de Scagel, R.F. gt al (42)



',cu:xnxo i
cusnmacmn ‘TAXONOHIGA DE 10S PRINCIPALES GENEROS
- CAUSANTES DE Acrmomcmom :

Super~Reino: -  Procariota
. Reino: - Monera
" Divisitn: Schizomycophyta
Clase: Schizomycetes
Orden: Actinomycetales
Familta: Actinomycetaceae
GEneros:  Actinomyces spp

Nocardia spp

Actinomadura spp

Familia: Streptomycetaceae

Género: Streptomyces spp

Tomado .y modificado de Scagel, R.F., et al' (42)



CUADRDO i s

GARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PRINCIPALES GENEROS

‘DE ACTINOMICETOS CAUSANTES DE MICETOMA

Género .

RS DeﬁcripdiGd:

"V:kbc;;ﬂia Spp.

';Gtaﬁ positivo
<. D&bil dcido-alcohol-resistente

Aerobio

Escaso micelio aéreo

Filamentos que fragmentan

Colonias secas, lisas o plegadas de
color blanco~amarillo a anaranjado

--Actinomadura )

Gram positivo

No &cido-alcohol-resistente

Aeroblo

Micelio ralo 6 abundante

Filamentos largos, ramificados y no
fragmentados

Colonias cerosas, himedas y brillantes
de color blanco a rosado

Streptomyces spp

Gram positivo

Ne dcido-alcohol-resistente

Aerobio

Micello aéreo presente

Filamentos poco ramificados y
microfragmentados

Coleonias rugosas, vellosas & hiimedas
de color crema oscurc al pardo

Tomado y modificado de Rippon, J.W. (40)



S cuADRO # 6

>rnczom nwmﬂmeow DE" IDENTIFICACION PARA ACTINOMICETALES

- CAUSANTES. DE MICETOMA

Organismo = © - Color del grano Tamafio del Acido-alcohol CaracterIisticas de la colonia

: T < TR grano resistencia y temperatura de crecimiento

Nocardia asteroides ‘Blanco a amarillo 1 mm. +, variable Anaranjada o blanca, 46°C

Nocardia brasiliensis Blanco a amarillo 1 mm. +, variable Anaranjada o blanca, no crece
a 46°C

Nocardia otitidis-cavarum Blanco a amarillo 1 mm. :  +, ‘variable Anaranjada o blanca, puede o

Actipomadura pelletieri

Actinomadura madurae

Streptomyces somaliensis

Rojo oscuro ‘zmmbn»e.o

Blanco a rojo -+ 5 mm ‘Negativo

qolmnm,.v.,.;,n_,,o&:‘nm.mopnn ,ammon.. J.H. (40)

no crecer a 46°C

Rojas, gisosas o gramlares, 37°C

Blanca, amaranjado pilido, rosada
o roja. Vellosas o gisosas, 37°C

Crema o negras, de vellosas
a gisosas, 30°C



Organismo e RN ‘Color-del granc a _ X nnnmnnmnmmnﬁnmm de la colonia y tempe-
it R : =y ratura de crecimiento

Scedosporium mvwomvmmizs. ' .‘ ,_‘ " .‘: 2 . _‘. Crecimiente ripido, abundante micelic
: . ) : ) aéreo, 30~37°C

Madurella grisea ‘ ,‘zmwma nnmnﬂsnm=nc mwuy lento, dematiacea, 30°C
Madurella mycetomatis " Negro N e ,DMW|ﬁ El. Crecimiento muy lento, velludas, 37°C
Acremonium kiliense Blanco a amarillo .ﬁ.w El. " Blanca y glabra, después velludas, 30°C
Exophiala jeanselmel Negro mwmlo.u mn. : nﬂmnwswmnno lento, dematiacea, 30°C
Leptosphaeria sencgalensis Negro o _w ,:%y LE. S Crecimlento rapido, velludas
Neotestudina rosatii Blanco vmnm:uno., _ 0.5-1" mm. o " Crecimiento lento, planas, compactas

Tomade y modificado m» Rippon, J.W.. (40)



cCUADRO # '8
CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LOS ACTINOMICETALES
CAUSANTES DE MICETOMA

Especles Casefna* Tirosina* Xantinma* Almidén  Gelatina® Urea = Arabinosa

Xilosa
Nocardia asteroides - - - X - + -
Nocardia bragiliensis + + - x + + , -
Nocardia otitidis-cavarum - - - x - + o
Actinomadura madurae + + - + + - ‘+
Actinomadura pelletieri + + - x i + - -
Streptomyces somaliensis + + - + + - -

* Hidrélisis
® grecimiento al 0.4%Z, a los 10 dias

x Algunas cepas son positivas

Tomado y modificado de Rippon, J.W. (40)



. CUADRO # 9
CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE ALGUNOS HONGOS
CAUSANTES DE MICETOMA

vamn»nm , ‘ : Almiddn “ " Gelatina ©.° Glucosa Galactosa: ..rw,nnomm._‘ ,.zwm“..nomm, Sucrosa

‘ mnmmmmuol.cnm m.uwomvmﬂs:r ) +
Madurelia grisea + +
Madurella mycetomatis + ‘ H . + + FolL e "o
Acremonium kiliense [} ‘ w ”
Exophiala jeanselmei + ‘o + o R + 4

+ 51 asimilan

o No asimilan

Temado.y modificado de Rippon, J Q.cv
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2.0 - OBJETIVOS .

- Conocer la frecuencia de: algunas especies de Nucardia, a8 partir B

. de nctinomicetos aisladas de suelos,
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3.0 HIPOTESIS

~ De las cepas aisladas déiéuelos,,e1~ o Hocardis ‘spp, serd

uno de los grupos de actinomicetos mis:frecuentes

S Nocardia asteroides (Blanchard, 1895), N. brasiliensis'(bastg
llani-and Chalmers, 1913) y N. otitidis-cavarum (Snijders, 1924L

- son microorganismos considerados como patdgenos para el:hombre 'y
otros mam{feros, entonces, las cepas aisladas de suelos e ‘inocu~-

ladas en altas dosis causardn dafio en el ratdn.

Puesto que N. asteroides, N. brasiliensis y N. otitidis-cavarum

son algunos de los agentes responsables de actinomicetomas, las
cepas a probar causarin todas las alteraclones que caracterizan

a éste sindrome.

~ Las cepas de Nocardla spp aisladas de suelos, mostrardn el mis—

mo dafio en el ratdén que aquellas aisladas de casos clinicos.
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4.0  HATERIAL Y METODO

4.1 Alslamiento de las cepés

4.1.,1 . Procedencia

Serboléctq;oﬁ'ﬁﬁestfasjde‘suglo,de 14 pobleciones del estado de -
M&relos,‘ﬁéxiéd,‘siéﬁdéféstaé:'Yautepet, Xochitepee, Chinconcuac,
Coacalco.f?uencerde.Ixcia, Cuautla, San lIsidro, San Miguel Alpuye-
_ca, Ahugtzihgo, Flerro del Toro, Tres Marlas y Coajomulco, dedica-~

das . todas ellas alrcqltivo de cafia de aziicar principalmente.

-El estudio se realiz§ tomando en cada poblacidn 30 muestras distri
buidas de la siguiente manera: 5 procedentes de calles, 5 de paw-=
tios de casa, 5 de caminos y 15 de tierras de cultivo, de tal ma-

nera que se colectd un total de 420 muestras.

Por otra parte, se obtuvieron 3 cepas de Nocardia spp provenientes
- de pacientes con micetoma, facilitadas por el Hospital General de
México de la Seeretarfa de Salud. Dichas cepas correspondieron a -

los testigos positivos.
4.1.2 ".Colecta

Para las muestras tomadas de suelos, en cada caso, primero se pro-
cedié a quitar la basura del sltlo de muestreo, se excavdé a una —-
profundidad de 5 cm. con una espatula limpia y se depositaron a--~
proximadamente 500 g. de tierra en bolsas de plastico estéril, se
etiquetaron con el nombre de la poblacidn y sitio de colecta y se

cerraron bilen para finalmente ser transportadas al laboratorio.

4,1.3 Aislamiento
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Para el aislamiente de actinomicetales, que es wno de los objepi-~
vos del presente trabajo, la técnica a seguif fué la veferida-en -
- trabajos anteriores (34,39): De cada una de las pmuestras se tomd ~
*1.g. de suelo, diluyéndose en 10 ml. de ague destilada estédril. A
partir de esa d1lucidn (1/10), se hicieron tres mds (1/100, 1/1 000
y 1410, 000y,

»De cada diluciun se. tond. | ml. yise semb:u homageneamente sobre - [;

‘placns con Sabouraud—antibioticns (clcranfeni4 E yvciclohexamida)
" Se. Incubarcn a 28°C durante i5 dIas, al abo ,Io

f_raron para descnntaminarlas Y ccrroborat su naturaleza.

cudles’ se sepa‘

e las 420 muescras :omadas de” 1as 14 publaciones ya mencianadas,
se obtuvn un ‘total de 200 colonias que yqr sus ‘caracterfsticas ma-
'—croscopicas, fueron sospechosas de ser actinomicetales. Se reSam—-
braron én -tubos con Sabouraud simple, fncubdndose nuevamente duran
te. 15 dias, despus de lo cual se obtuvieron 165 colonias que co-~
rrespondieron a actinomicetos; las 35 restantes se desecharon, yé
que no mostraron datos de morfologia compatible con. actinomicetgw~

les,

De las 165 coloniag obtenidas, se tomaron 48 uleatﬁ:iamenfe para’~

determinacidn. de género y especie, el testo se" guardo en la miccte‘

ca para otros fines de investigacion. e

4.1.4 Decarminacién

da uno de los generos de importancia medicn.
Las técnicas utilizadas para cada una de'elias“fuerbn (;4,39

a) afintdad tintoreal (tincidn de Gram,'Zielh-Neg;gehjﬁ;king Xnﬁﬁg




-23 -

fucsiha).—‘Se pone de manifiesto la fragmentacin y esporulacidn,

" as{ como 1a-&cido-resistencia del microorganismo.

b) Pruebas bioquimicas.- Se analiza el metabolismo de cada una de

las cepas alsladas mediante las sigulentes pruebas fisioléglcas:

1) HidrSlisis de la caseina.- Formacidn de un halo claro

alrededor de la colonia.

-2

~

Hidr6lisls de la gelatina al 12X.- Licuefaccién alre-

dedor de la colonia.

3

—

Hidrdlisis de la tirosina.- Des&gariqiéd’ﬁe ibﬁrcfis-";
tales de tirosina alrededor de la colenia

4) Crecimiento en gelatina al 0.4%.-

~

Desarrollo

lonias en el medio de cultivo.

5

-

Hidrdlisis de la xantina.- Desaparicién

les alrededor de la colonia.

6

~—

Inositol.- Cambio de color de amarllle T

a la acidez del actinomiceto.

7) Manitol.- Cambio de color de amarillo a rojo por la a

cidez del actinomiceto.

Despué€s de conocer por todos los medios antes mencionados (motfolg
gla colonial, afinidad tintoreal y pruebas bloquimicas) el género

y la especie de los actinomicetales aislados de suelos, sdlo 27 -
cepas que fueron determinadas como Nocardia spp se utilizaron para

1a realizacidn del presente estudio.

Para las cepas procedentes de pacientes, se siguieron los mismos ~
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pr&cesbk‘de,idéncificécién. i

4.2 - '{Pruebas de patogenicidad

4.2.1 " Preparacidn del”indeulo

“Todas 1ﬁs'cepas de ‘Hocardia (Z7lde suelorjﬁ d, pééieﬁtes)jfue:oh f:
gembradas, en Sabouraud-dextrosa-agar, -incubdndolas paré su desa--

rrollo durante 21 dfas & 25°C,

A'pdrcit'de cada una de las colonias creéidaé.yserprepérarbn los -
indculos carreépondiennes, para io cual se elabord una suspeﬁsiﬁn
“de la:colonia (peso hiimedo) utilizando como vehiculo Cloruro de So
-.d10:0.85%, obteniendo una concentracidn final del microorganismo -

-de :100 mg./ml./cepa.

Dada 1la consistencia dura de las colonias, se utilizaron morteros
-estériles para macerarlas en el vehfculo y, de &sta manera obtemner
una suspensidn homogénea, colocindose posterlormente en tubes de -

-‘ensaye estériles para su conservacidn hasta ser utilizadas.
4.2:2 . Inoculacidn experimental
Con cada una de las 36 cepas se inocularon 4 ratones machos, cepa

lqnfl, de 25 a 30 gr. de peso al inicio del experimento. Dos rato--:

"“nes fueron inoculados por via intraperitoneal (0.5 ml. de indculo .

a cada uno) y los otros dos se inocularon em la almohadilla plﬁn-:y I

tar (0.1 ml. de indculo a cada uno).
Para llevar a cabo la inoculacidn intraperitoneal se utilizd una -
aguja de 22 mm. colocada en una jeringa de 3 ml., la cual se encon

traba cargada con la suspensién de la cepa en cuestifn,

Para manejar al ratdn, se le sostuvo por la cola y.al mismo tiempo,
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'pof ia ﬁiel &érdeééés del cuello con la cabeza inclinada hacia a-
-bajo y: pa:a el lado ‘contrario del operador. Se limpid la zona & -
inoctlar utilizando torundas impregnadas con alcohol etflico al 7OZH
La'inyeccion se aplicd en la ingle derecha del animal, entre la ==

:pieliy,los;mﬁsculos abdominales, tenilendc cuidado de no lastimar -

las~biscéras y entonces, se inoculd 0.5 ml. de la suspensién (11).

Para la inocﬁlatién subcutdnea en almohadilla plantar, se sostuvo
al raton de la misma manera, se limpid la zona de inoculacidn, so-
-lo que en, este .caso  como su mismo nombre lo indica, se llevG a ca .

'lbo en:la almohadilla plantar de la extremidad posterior derecha -

:'fdel animal, inyectZndose 0.1 ml. del indculo.

- Como :es:igos negativos,: fueron inoculados 32 ratones de: las mis-—

mas caracterIsticas que. los anteriores. pero sélo-con Cloruro q

Sodio 0 .85%; 16.de ellos por via intraperitoneal y los otros“lﬁ en

almohndilla plantar.

De tal manera, se inoculd un total de 176 ra:ones, de 168 cualek'
108 fueron inoculados con cepas aisladas de suelos;’ 36 con cepas,—

provenientes de pacientes y 32 con solucién salinai .

Una vez realizadas las inoculaciones se marcaron a los animales pa
ra su identificacién, se separaron en jaulas en grupos de 4 (jaula
por cepa) anotando la fecha y via de inoculacisn as{ como el nime-

To de cepa.

Los ratones se mantuvieron en observacidn durante 45 dfas, a lo —-
largo de los cuales se les valord clinicamente y al término fueron
sacrificados.

4.2.3 ° Registro de datos

Después del sacrificio, a los ratones inoctlados por via intrapet;i_.
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toneal, se les practicd laparotomia exploradora, con el fin de en-
contrar en la revisién macroscdplca, algiin Srgano afectado que pre
sentara abscesos, aumento de voldmen & puntos hemorrdgicos con se-

crecidn.

Para los ratones inoculados en almohadilia plantar, el grado de -~
lesidn obtenido se expresd de la siguiente forma: (-) sin cambios

aparentes; (+) para significar lesidn localizada, residual o no evo
lutiva; (++) lesiones localizadas pero evolutivas, es decir cuando
presentaban la tendencia a invadir por extensidn.a los tejidos con
tiguos y manifestada por edema, eritema, secrecidn seropurulemta -
y/o fibrosis; y, (++) lesiones tanto localizadas como diseminadas

a otrros tejidos distantes.

Tanto en el caso de las lesiones en almohadilla plantar, asi como

de los drganos internos, se extirpé el tejido afectado y se divi--
d16 en dos partes. Una parte se f136 en una solucidn de formalina

al 10% pafa proceder a los estudlos histopatoldglces y, la otra —-
parﬁe. se macexrd en morteros estériles con Clorure de Sodio al —---
0.85%, 'se tomd 0.2 ml. y se sembrd en Sabouraud-dextrosa-agar en -
tubo,rincubﬁndose a 2B°C durante 21 dias para la posible obteneidn

de. subcultivos.
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5.0  RESULTADOS

5.1 Aislaniento vy Determinacidn de las cepas

De las 48 cepas de actinomicetos aislados de suelos, bioquimicamen
te 27 (56.252) correspondieron al género Nocardia y 21 (43.75%) a
otros géneros del Orden Actinomycetales. De las 27 cepas de Nocar-
dia, 10 correspondieron a la especie asterpoides (37.03%), 3 a bra-
siliensis (11.11%), 6 a otitidis-cavarum (22.22%) y, debido & que
el patrdn bloquimico no fué el clisico para algunas especies, se
registraron B cepas de Nocardia sp (29.62%) (Cuadro # 10),

De las 9 cepas de Nocardia aisladas de pacientes con micetoma, 6 -
correspondieron a N. brasiliensis (66.66%), 2 a N. oritidis—cavarum

(22.22%) v 1 a Nocardia sp (11.11%) (Cusdro f 11).

En el cuadro # 12 se muestra la clave, procedencia y especie de ca

da una de las cepas de Nocardia u:ilizadas.

5.2:. Pruebas de patogenicidad

5.2.1 " Observacidn macroscpica de los Grganos
Inoculacidn intraperitoneal de las cepas aisladas de suelos:

“De los 54 animales inoculados intraperitonealmente con las cepas .~
aisladas de suelos, 10 (18.51%) murieron antes de la fecha de tér-
mino del experimento, La exploracidn macroscdplca (necropsia) de -
&stos animales, permitid observar que no exdstian alteraciones en

los érganos internos.

Los 44 animales restantes, mostraron decremento en su actividad pe
tro sin otros signos patoldglcos, aparentemente no existleron alte-

raciones de otro tipo; sin embargo, al practicdrseles la laparoto-
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mfa exploradora, en algunos de ellos se: observaron modificacinneé-3

en los tejidos como las sigulentes: nodulaciones blanquecinas, he— 5
matomas, focos hemorrigicos, necrosis y visceromegalia. Los orga
nos mis afectados fueron: higado, bazo e intestino} cerebrn, pul

mdn, rifdn y corazdn, permanecieron normales.

En la grafica # .1 se encuentra representadé,el

presen:aron alteraciones; y, finalmente s6lo -3 retones (5 551

traron modificaciones en intestino (Grafica # 1)

"Las cepas de N. brasiliensis y N. otitidis-cavarum, afectaron en

proporcién igual {33.33%) al higado; en orden dec:eciente{

teroides y Necardia sp lo afectaron en menor proporcion. 30.0% Y.
25.0% respectivamente (Gréfica # 1).

El bazo se vi5 afectado principalmente, por las cepas de N, otiti—y

dis-cavarum (16.66%) y en menor proporcidn por Nocsrdia sp'y N, es SR .
asteroides, 12.5% y 10.0% respectivamente- :

Las alteraciones en intestino, fueron causédusvﬁpidémén
cepas de N. otitidis-cavarum (25.0%) (Grifica # 1)i %

Inoculacidn intraperitoneal de las cepas aiélddss d

Los 18 animales inoculados intrapefi;onéa me:
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"venientes de pacientes con micetoma, al igual que con el grupo de
experimencaciﬁﬁ anterior, no mostraron ningln sintoma de la infe--
ceidn hasta el dia del sacrificio. S&lo mostraron disminucién de
su actividad normal e idénticamente al grupe inoculado con cepas -
de suelos, al practicdrseles la laparotomia, se observaron lesio——
nes muy similares (nfdulos, hematomas, ete.). A diferencia del gru
po de ratones inocculados con cepas 2isladas de suclos, todos los a
nimales inoculados con éstas cepas, resultaron afectados; los drga
nos involucrades fuerom: hIgado, bazo e intestino {Grafica # 2), -

pero todas las cepas afectaron mds de un Srgano.

La combinacién de Srganos afectados, que registrd mayor frecuencia
fué la de higado-bazo-intestine (55.55%); la asoclacidn higade-ba-
zo, se presentd en segundo lugar (33.33%) y por Gltimo, la combina
¢idén higado~intestino (11.11%) (Grdfica #.2).

Las afecclones en higado-bazo e higado-intestino, fueron causadas
Gnicamente por cepas de N. brasiliensis, 50.0% .y 16.66% respectiva

mente.

Todas las cepas de N. otitidis-cavarum y Nocardia sp, causaron afe

cciones sélo en la combinaciSn higado-bazo-intestino {(100% en am=--
bos casos) (Grdfica # 2).

Inoculacidn en almchadilla plantar de las cepas aisladas de suelos

Por otra parte, de los 54 animales inoculados en almohadilla plan-
tar, con las cepas aisladas de suelos y sigulendo los pardmetros -
de valoracién clinica: (-}, (+), (++), (+++), se registraron los -

datos anotados en el cuadro # 13.

Como puede observarse, s0lo 8 ratones (14.8l%) no mostraron lesio-
nes evidentes; 22 animales (40,74X) presentaron lesiones localiza-

das; en menor frecuencia, B {(33.33%) tuvieron lesiones evolutivas



dia sp ~'(50.0%) 'y por }. asteroides (30.0%). "

N.otitidisecavarum (25.0% y 8.33% respectivaﬁé te

,progtcso hasta la diseminacidn.

.="30 =~

" lesiones (£f) estuvieron determifiadas princip nte porNecar-

taé_leéiones (+++) fueroﬁ producidas por cgpas de N, asteroides”

que la mayor parte de ¥, bragiliensis indujerun lesi

-

Durante el perfode de observacidn .se constatd:q

las leslones evolucionaron a la enfermedad

nes, las leslones imnveluclonaron e incluso’se

espontdnza, En el cuadro # 14, se ancta “1a

pecies hechas a éste respecco

Inoculacidn en_almohadilla plancar;édn

" dra 0 15.

Todos los animales resultaron con evidentes lesioﬁes clinibas”pos— o
teriores a la infeccién. El mdximo porcentaje. de infeccion, seien
3%). e s

contrd en la valoracidn clfnica (H++) en IS animales (

quedando el mufién expuesto (Cuadro # 15):

Dentro de la especie N. brasiliensis, apé:entemen:"_
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de patogenicidad “mésytepueﬁ,{puéé £ug 'la‘Gnica especie én donde -

t bol(¥)‘(Cpadroff‘iS)l

se preéentaton.las lesibhés'
'5.2:2% Estudios

Inoculacidn intraper

é)'Ceééé'éiglqu§_

De ‘los rdatones inoculados intraperitonealmente con cepas de Nocar-
dia ‘alsiadas de suelos, se mandaron al laboratoric de histologia «
los Grganos de 25 animales, que mostraron al exdmen macroscSpico -
alguna alteracidn. En ningln caso se observd en los cortes histold
glcos la presencia de granos. Las imdigenes celulares observadas --
consistieron en: granulomas, constitufdos del cemtro hacia afuera,
por neutrdfilos y macrdfagos, encerrados por un sustrato de fibro-
blastos; pequenios focos de necrosis central y en la periferia ma--
créfagos y reacciones inflamatorias, las cuales varlarvon desde una

pequefia reaccidn hasta densoes infiltrados de neutréfilos.
b) Cepas aisladas de pacientes:

De los 18 ratones inoculados intraperitonealmente con cepas de No-
cardia aisladas de paclentes, sus Srganos se mandaron a histopato-
logia y se observaron reacciones tisuiafnﬁréuf séméjadtes ‘a"1as de
Nocardia de suelos y, al igual que en ellos, tampoco se observaron

granos en los tejidos afectados.
Inoculacién en almohadilla plantar:

Debido a la gran cantidad de cortes histolégicos por ejecutar, en
el caso de los animales inoculados en almohadilla plantar, se en-—
vis a histopatologia s6lo la pata de un Individuo por cepa. El cri

terio de seleccidn fué el que presentd las lesiones mds evidentes.



‘Los reéulcédosﬂnlgiuyo‘de, mohad{1la piantar -

don Nocardda 'de Eﬁélné;?sé a’f 3 y como pue-
sdlo 5 de ellas produje

de’ apreciarse, ‘de las 27 ce
eptificadas mediante his-~

;xon’grands (18,51%),rlb§l¢u Tes' fu

topatologia.

b) ‘Cepas aisladas de ﬁaéiéntes'

Los estudios realizados n: las patas de los animales inoculados en

'almnhadilla plantar cun

mostraron” his:ologicamen:e 1a presencia de granos en teodos los ani

males (lOOZ) correspondientes a ‘las_cepas lnoculadas (Grifica #3),

S&thl:ivos”

,5'_.'2'.,3 :

raperitoneal”

: deos,los‘aﬁbcﬁlcivds de los drganos afectados por inoculacidn in-
‘craheri:oneal. tanto de cepas alsladas de suelos as{ como de las -

cepas aisladas de paclentes, resultaron negatlvos.
Inotulacidn en almochadilla plantar

Log resultados de los subcultivos de los animales inoculados en al
mohadilla plantar, se encuentran representades en la gridfica # 4.
Podemos observar que de las 27 cepas de Nocardia aisladas de sue--
los, en 12 (44.44%) se obtuvieron los subcultivos. Por otro lado,
de las 9 cepas alsladas de pacientes, contodas se obtuvo subculti-

vo (100%).

epas de ‘Nocardia-aisladas ‘de paclentes,. - .



CUADRO 0»_10 ,
na'n:anmcmn DE LAS CEPAS - DE Ac'rmomcx-:ros
AISLADAS DE . SUELOS

Nombre del Actinoﬁic'etc_'g “NoJ de cepas all

" Nocardia asteroides

Nocardia brasiliensis .3 ) R, 6.25
Nocardia otitidis-cavarum 6 1 12:50

Nocardia sp 8 . 16.v66 S
Otros Actinomicetos 21 ’ 43,75 . °

TOTAL 48 . 100.00



CUADRO # 11
DETERMINACION DE LAS CEPAS DE ACTINOMICETOS
ALSLADAS DE PACIENTES

Nombre del Actinomiceto

Nocardia brasiliensis -

Nocardia otitidis-cavarum

Nocardia sp

TOTAL : 9 L 100,00



CUADRO # 12
CLAVE, PROCEDENCTIA Y ESPECIE DE LAS CEPAS
DE Nocardia UTILIZADAS

No. de cepa Nombre del Clave de la Procedencia
microorganiemo .cepa .. . -

Nocardia asteroides Na 445 Suelo
(1) " "

. Na 244b
i " h - Na 342" "
[ ; " . . Na l44a "
" " Na 3[‘6 "
o Na l44b "
U] o " Na 328 "t
w’ " Na 72 "
Mo o Na 126a "
. " - si " Na 184b "
Nocardia brasiliengis Nb 133a "
" NI " Nh 42 "
) . " Nb 188 0
£ " Nb 226-84 Micetoma humano
e " Nb 418-83 " "
s " Nb 359-84 n “n
.n " Nb 387-82 " "
BN Nb 524-83 v u
E : n Nb  53-84 " "
. Nocardia otitidis-cavarum Ne 302 Suelo
- - v Nec 187 "
= m Ne 327 "
" " NC 2568 LU
i " NC 290 "
" " Ne 191 "
" " Nc 396-84 Micetoma humano
n n Nc 345_81' " L
Nocardia sp N 123a Suelo
n " N 123b "
" L1 N lt.sa n
1" n N 58 L]
1 " N 11‘5 "
" " N 142 : "
n " N 195 n
" " N 95a " o
" " N 494-84 Micetoma humano-



CuabDrO § 13
VALORACION CLINICA Y NUMERO DE INDIVIDUOS AFECTADOS
POR LA INOCULACION EN ALMOHADILLA PLANTAR CON Nocardia spp AISLADA DE SUELOS

Valoracidn clinica

Nombre del Actinomiceto Total de animales — ’
incculados ) ) . ’ ERRsa
Nocardia asteroides 20 2
(10 cepas) (1002) - (10%) .
Nocardia brasiliensis 6 ’ R ;
{3 cepas) (100%) )
Nocardia otitidis-cavarum 12 : . -
(6 cepas) (100%) ,:m.‘. %)
Nocardia sp 16 B
(8 cepas) (1002} . (25%)
TOTAL 54 “22 18 6

8" L :
(1003) (15.0%) 7 {40:7%) " - (33.3%) {11.1%)



CUADRO # 14
CARACTERISTICAS CLINICAS GENERALES DE LOS RATONES INOGCULADOS
EN ALMOHADILLA PLANTAR CON Nocardia spp AISLADAS DE SUELOS

Nombre del BEvolugdon  Evolueifn  Involueddn  Involueidn

Actinomiceto de+a+t detHatt detta+ dettat
VNocardia astéroides 5P NP NP . " UNR- T
Nogardia brasiliensis NP NP o 'NP - ,l o sp
Nocardia otitidis—cavarum sP .NP R || NP
Nocardia sp SP ‘ ‘NP NP NP

SP = Se presentd

NP = No ge presentd ) BRI R



CUADRO ¢ 15
VALORACION CLINICA Y NUMERO DE INDIVIDUOS AFECTADOS
POR LA 'INOCULACION EN ALMOHADILLA PLANTAR CON Nocardia spp AISLADAS DE PACIENTES

Valoraeidn elinica

Nombre del Actinomiceto. . :.Total.de animales.’
T i inoculades

Nocardia brasiliensis
(6 cepas)

L R T R
Cean (830 (8

Nocardia otitidis-cavarum
(2 cepas) - -)
Nocardia sp o i ridEg
{1 cepa) (=)
TOTAL 18 Hm; ;

(100%) (5.6%) QLA (83.3%)
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Animales afectados (%)

Grafica 2

PORCENTAJE DE ORGANOS AFECTADOS (MAS DE UNOYCON LA INOCULACION
INTRAPERITONEAL DE Necardia spp. AISLADAS DE PACIENTES.
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N¢ de cepas formadoras de granos
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Grdfica 3
NUMERO DE CEPAS DE Nocardig spp. AISLADAS DE SUELOS Y DE PACIENTES
" CON ESTUDIO HISTOPATOLOGICO POSITIVO A GRANOS
(ALMOHADILLA PLANTAR)
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Gréfica 4
. AISLADAS DE SUELOS Y DE PACIENTES
CON SUBCULTIVO POSITIVO {ALMOHADILLA PLANTAR)

Nocardld osteraldes

(o)

{o)=

N.braslllensly

(s}

(e %
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6.0  COMENTARIOS

Por referencila bibliogréficﬁ‘(15,17.[8), se ha observade que la --

produccidn de micetoma en ratdn-.puede ser inducida por dos vias:

1) Con ign;ibili?aéiﬁn a dosis bajas consecutivas
2) Con un sola iﬁ§cﬁlac16ﬁ a dosis altas

En el presente trabajo se eligld la segunda opcidn, utilizando una
dosis ‘de 100 mg/ml, '

Los ratones inoculados por via intraperitoneal con cepas aisgladas

de suelos, no mostraron anormalidades evidentes, Los hallazgos ma-
croscOplcos mostraron de una a tres lesiones en los Grgancs afecta
dos (séigmente uno) y probablemente, algunas ya se encontraban en
estado de regresidn., Los ratones asi Inoculados, en general sobre-
vivieron gozando de buena salud. En este grupo de animales la visce

ra mids afectada fué el higado (Grafica # 1).

Los ratones inoculados intraperitonealmente con cepas alsladas de

pacientes, tampoco mostraron anormalidades evidentes; sin embargo,
el nlmero de lesiones que fué de una a cinco en los Grganos afecta
dos (mds de uno), fud mayor que lo observade en el grupo inoculado

con cepas aisladas de suelos (Grdfica # 2).

La inoculacidn en almohadilla plantar con las cepas de procedencia
telirica, produjo micetoma en 5 de las 27 cepas probadas, de acuer
do al estudio histopatoldgice (Grafica # 3). Las 5 cepas corres—~
pondieron 2 a N. brasiliensis, 2 a Nocardia sp y 1 a N. oticidis——

cavarum. Ninguna cepa de N. astercides produjo granos ni filamen--
tos (estreptobacilos), ésto quizd esté relacionado con el hecho de
considerar @ N, asteroides como un organismo de tipo oportunista y

nd como patdgeno primario (22,26).
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La-mnyor parte de las cepas teliricas fueron patdgenas para el ra- ..
tdn,..cuando Ee inecularon ‘en almohadilla plantar, pues de'lo;‘SA - L
_animales, 46 presentarcn lesiones (Cuadro # 13); pero en cubn:o a‘y
virulencia. al parecer no depende tanto de la especie, sino del ti:

po de cepa (6,24,45). Ademds, también fué observado que el grado

se

de evolucion clinica de los animales enfermos. (+, ++, f++)

correlaciond con lapresencia y niimero de granos o la pcsi:ividad -

" del Subcultivo

Las cepas inoculadas en almohadilla plantar, peto de origen humanq
mostraron una patogenicidad y virulencia micho mis alta que 1as de
’origen teldrico; ademiis de que en los estudios hisgopatg;ogigos. %

todas fueron productoras de granos.

Una.posible explicacin de la diferencia en cuanto a patogenicidad
yfo virulencia mostrada en gemeral por las cepas de uno u otro orl

gen, podria estar dada por:

a) La poca capacidad de termotolerancia de las cepas -
aisladas de suelos. Se ha demostrado que las cepas de actinomiceta
les termotolerantes (crecen a una temperatura de 37°C & mayor) son

patdgenas, a diferencla de las no termotolevantes (6,24,45).

b) La necesidad de un hospedero., Si el microorganismo
ha pasado previamente por un hospedero mamiferc, es mis ficil su -
adaptacidn cuando se desaffa nuevamente ante condiciones similares
(6,24,25,45).

Por otro lado, la ausencia de granos en los ratones inoculados por
via intraperitoneal, puede deberse a que la via de inoculacidn &p-
tima para la obtencidn de &stos, sea la subcutdnea; o bien, que —-
las cepas no estin "adaptadas" o no tienen el "tropismo™ hacia de-
terminadas visceras y debido a &sto, utilizando &sta via, el mice-

toma tipico no se desarrolla.
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Los grados de patogenicidad as{ como de virulencia de las cepas —-
aisladas de suelos, fueron muy variables, por lo que se puede infe
rir que en la historia natural de los micetomas, algunos pacientes
al inocularse con Nocardia, pueden desarrollar la infeccidn y que
&sta, involuciona y cura espontineamente; o quizd, hacerse cronica
de forma muy lenta (13,14,27,35).

Las observaciones hechas en otros estudlos de epidemiologla y pato
genicidad, permiten pensar que la implantacidn del agente etiolSgl
co por traumatismo, es la forma de infeccldn; sin embargo, las con
diciones bioldgicas que propician el desarrolloc de los micetomas,

son mal conocidas. Si suponemos que los agentes del mlcetoma se en
cuentran en el suelo en gran cantidad y que, existen innumerables

oportunidades de inoculaciones, sobre todo en zonas endémicas de =
clima tropical, es de notar que los micetomas no se observan tan -
frecuentemente. En consecuencia, deberdn de existir otros factores
ademis de la sensibilizacidn, que desencadenen el desarrollo de la

enfermedad.

Existen autores como Mariat, F. (31), quienes apoyan la existencia
de cepas de actinomicetos no patdgenos que se aislan de suelos y -
que comparten caracterfsticas fisioldglcas, morfoldgicas y tinto=-
reales con actinomicetos patdgenos. Por eso se recomienda hacer la
prueba de pategenicidad en animales de experimentacidn para corro-

borar la determinacidn taxondmica.

La inoculacidn experimental no es un elemento para la taxonomIa, -
dnicamente confirma que las cepas aisladas de suelos, al ser patd-
genas para el ratén y compartir las pruebas fislolfgi~as que coin-

ciden con Nocardia, corresponden a &ste género.

En las otras cepas que no muestran patogenicidad, no es posible -~
precisar género y especle, ya que para €sto se requirird de otras

pruebas mds finas como: estudios bloquimicos completos, pruebas Be
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néticas, estudios inmunoquimicos, determinacidnde peso molecular =

de los dcidos nucleicos.

Por dltimo, la frecuencia de alteraciones tisulares macroscOpicas

tanto en Srganos internos como en almohadilla plantar, comparada -
con la negatividad de granos al estudio histopatoldgico y subculti
vo, podria deberse a que el animal en t&rmino de 45 dfas limita la
infeccidn y elimina al agente etioldgico sobre todo cuando se ino-

cula en condiciones naturales.
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CONCLUSIONES

Como era de esperarse, el género Nocardia fuf uno de log gru--
puvs de actinmomicetales encontrados con mayor frecuencia en las
cepas aisladas de suelos.

Ringuna cepa de las estudiasdas mostrd una alta virulencisa como
para provocar la muerte a los animales. Aparentemente, lag ~--
muertes suscitadas durante los primeros 25 dfas posteriores a
ls ingculacidn, se debleron a Factores ambientales més que por
el efecto de las cepas inoculadas.

La mayor psrte de las tepas =~ ‘lnds=s de sueles, fueron patBge-
nas para el ratdn, aunque la virulencia mostrada fué menor que

la de las cepas aisladas de pacientes.

Las pruebas de inoculaclén en animales de experimentacidn, sir
ven exclusivamente pars separar las cepss patdgenas de las no
patdgenas y nd pars hacer determinaciones taxondmicas, siendo

las patSgenas las finicas consideradas como agantes delmicetoma.

Existen diferenclss patogénlcas, no clavamente explicables en-
tre las cepas de origen teldirico y las aisladas de casos huma-
nos. Las primeras demostraron tener una patogenicidad muy va~—
riable y relativamente pobre en todos los animales, mientras,

que las aisladas de fnfecciones humanas, lograron producir im-
portantes lesiones en los animsles inoculados intraperitoneal-~
mente ¥y, en almohadilla plantar se demostrd gran cantidad de

granos.

La mejor prueba pavasitosefpiea pars determinar la patogenici-
dad a través del hallazgo del microorganismo fud el subcultive,
muy por encima de la histopatologia, debido a que la cantidad

de tejido utilizado para el proceso del cultivo, &s mayor en ~
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comparacidn con la cantidad utilizada para la histopatologia;
adewds, en &sta Giltima, se requiere de un gran nimero de cor--

tes para que la demostracidn de granos no quede al azar.

Por lo expuestc en lfneas anteriores, el presente trabsjo ha -
servido para descartar la hipdtesis de que, todos los actipno-
micetales aislados de sustratos naturales y clasificados por -
medio de pruebas morfoldgicas, tintoreales y bioquimicas como

especies del género Nocardia, deban por lo tante, ser patdge--

nos para el hombre.

La inoculacidn intraperitoneal no fuf mejor que la hecha enm al
mohadilla plantar en el propdsito de la obtencidn de granos o
subcultivos positivos, por lo que se recomienda ésta dltima -

via para estandarizar estudios de patologfa experimental.

Finalmente, hay que sefialar que, es importante continuar inves
tigando 1a frecuencia de Nocardias patGgenas de origen teliiri~
co, pero auxiliidndose ademis de los procedimientos seguidos en
éste estudio, de otras pruebas taxondmicas para conmocer con ma
yor precisién la distribucidn de Estos agentes en las zonas en

démicas.
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