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,{INTRODUCClON

: Se conoce con el nombre de micetoma al pade
C|m|ento granulomatoso crénico en el cual se pre--

,sentan tumoracnones fistulosas, en las que el hon-

go 0. actlnomycete causante forma cimulos de mice--

“lio ‘o'microcolonias denominadas gréanulos; estas -
%Fonmaclones exhiben una coloracién y morfologia ca
'répferfstica para las di ferentes especies de agen-
‘tes causantes de esta enfermedad.

Los agentes etioldgicos de esta enfermedad-
son una gran variedad de bacterias (micetoma acti-
nomicésico) y hongos (micetoma eumicésico), presen
tes en residuos de plantas y tierra (5, 45). Las-
principales bacterias que pueden causar esta enfer
medad tanto en el hombre como en los animales son-
las siguientes: Actinomyces israeli (granulos de -
color blanco o amarillo); Nocardia asteroides (gré
nulos blancos); Nocardia brasiliensis (granulos --
bl ancos); Actinomadura madurae (granulos blancos, -
amarillos o rosados); Nocardia cavi ae (gréanulos --
blancos o amarillo) Actinomadura pelletieri (granu
los rojo parpura) y Streptomyces somaliensis (gra-
nulos amarillos o cafés). Los hongos involucrados
en la produccuén de micetoma son: Al lescheria boy-
dii (granulos blancos); Madurel la grisea (granulos
negros) Madurella mycetomi i (grénulos negros), Lep
tosphaeria senegaliensis (granulos negros); Phialo
phora ,jeanselmei (granulos negros); Curvularia ge-
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niculata (granulos blancos), etc.

Con excepcién del A. israeli, todos los or-
ganismos anteriores son sapréticos y patégenos - -
para plantas y penetran a la dermis por abrasién o
implantacién (45). En regiones altamente endémi--
cas la continua exposicién a los agentes infectan-
tes, la inadecuada nutricién, los malos habitos de
higiene y el mal estado de salud, pueden jugar un-
,‘papel importante en la implantacién e incidencia -
~de la enfermedad. :

Algunos de los agentes anteriores muestran-
~una distribucién geografica y prevalencia ecolégi-
ca. La mayoria de ellos se han encontrado en areas
total mente separadas unas de las otras (América y-
Africa), lo cual habla de una amplia distribucién-
mundial. En algunos sitios como el Sudén, la en--
Ffermedad presenta una incidencia elevada (1). - -
Linch (21) reporté un aumento muy importante en el
namero de casos anuales en ese pals. Diferentes -
autores franceses (21, 26, 48, 49) han enfatizado-
la alta endemicidad del micetoma en la zona ecuato
rial de Africa; en estas regiones, los agentes - -
etiol 6gicos mas frecuentes son M. mycetomii, S. so
maliensis y A. pelletieri, los cuales han sido ais
lados del suelo (48). Otra &rea altamente endémi-
ca es México, donde la casuistica, aunque menor -
que la observada en los estados africanos, consti-
tuye un problema de salud pablica importante. Lava
lle (20), ha resaltado que en ambas regiones exis-
te un interesante paralelismo entre las condicio--
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nes ‘ambientales y las climatolégicas.

En nuestro pals |los agentes etiolégicos pre
dominantes en orden de importancia son: N. brasi--
liensis, A. madurae y N. asteroides; los microorga
nismos anteriores han sido aislados del suelo en -
di ferentes estados de la Repablica (11, 13, 29, --
36). La capacidad infectante de los organi smos -
aislados del suelo varia de aquellos aislados de -
individuos enfermos (45).

En el individuo las lesiones se localizan -
mas frecuentemente en el pie, pierna, rodilla, mus
lo y con menor frecuencia en las extremidades supe
riores (mano y antebrazo). En México se han encon-
trado con relativa frecuencia localizaciones dorso
lumbares, escapul ares, pectorales y en algunos ca-
sos diseminacién a pulmén y médula espinal (45). -
La patologia gruesa del micetoma depende del &rea-
anatémica afectada por la enfermedad y el agente -
etiolbégico involucrado. Hay algunas diferencias im
portantes en la apariencia de las fistulas, la - -~
reaccién tisular y la invasién a otros tejidos; el
drenaje de los trayectos fistulosos es caracteris-
ticamente seroso o serosanguinolento, aunque se -
pueden agregar infecciones bacterianas, en cuyo ca
so la secrecidn es de caracteristicas purulentas, -
complicandose con ello el aspecto clinico y patolé
gico de la enfermedad. A pesar del agente etiol6-
gico implicado, las lesiones son histolégicamente-
similares; los granulos se observan generalmente -
en el centro del absceso, el cual se encuentra ro-



deado por una gran acumulacidn de neutré6filos en -
diferentes estados de degeneracién. Alrededor del
absceso hay una gran zona de fibrosis y tejido de-
granulacién, el cual es rico en capilares, células
epitelioides, macr6fagos y células gigantes multi-
nucleadas. Los granulos actinomicésicos, particu-
larmente los producidos por N. brasiliensis, se ca
racterizan por su coloraciédn blanca, en ocasiones-
amari llenta, los cuales miden generalmente menos -
de 1 mm de di&metro, son suaves, lobulados y pue--
den algunas veces presentar en su periferia la or-
ganizacién de los filamentos en forma de clavas; -
dichos granulos se pueden encontrar aislados o for
mando conglomerados. Es posible también observar-
fi lamentos &acido-alcohol resistentes que se frag--
mentan, dando lugar a los conocidos “cuerpos baci-

lares”. (45)

La evoluciéon de la infeccién en el huésped-
no se conoce con certeza, sin embargo, se piensa -
que como sucede en otras infecciones muy relaciona
das, se encuentre determinada por la respuesta in-
munol égica (3, 12, 30, 37, 42).

El papel que desempefia la hipersensibilidad
de tipo tardio en el establecimiento del micetoma-
parece ser importante, ya que las caracteristicas-
granulomatosas de las lesiones durante la fase cré
nica de la enfermedad, son semejantes a las que se
observan en otros padecimientos que también indu--
cen hipersensibilidad celular; sin embargo, la par
ticipaci6n de la respuesta inmune en la patogenia-




del micetoma no esti bien dilucidada.

. La hipersensibilidad de tipo tardio a dife-
_rentes antlgenos obtenidos de Nocardia ha sido mo-
tivo'de maGltiples.publicaciones. Area Ledo (59) -
demostrdé por primera vez este fenémeno con un antl
‘geno de un filtrado de cultivo de Actinomyces bo--
vis. Posteriormente, Lacaz da Silva (17), prepard
un antlgeno derivado de 26 especies de actinomyce-
tes y las ensay6 en pacientes con micetoma causado
por N. brasiliensis con resultados negativos, debi
do probablemente a estados de anergia. Mas tarde-
Gonz&lez Ochoa y col. (10, 12, 50) aislaron un po-
lisacarido crudo de N. brasiliensis ¥y lo utiliza--
ron como antigeno en pacientes con micetoma, encon
trando reacciones de hipersensibilidad retardada -
en los casos estudiados. Gonzalez Ochoa (12) de--
mostré la especificidad del material polisacérido-
de Nocardia en pacientes con cromomicosis, cocci--
dioidomicosis, tuberculosis cutanea, dermatomico--
sis y en individuos normales obteniendo resultados
negativos en todos los casos reportados. Al mismo
tiempo sefialé que:.la falta de reactividad cuténea-
al antlgeno de Nocardia en individuos con micetoma
actinomicésico indicaba un mal pronéstico en la -
evoluci én del padecimiento. Glober y col. (8) y -
Bojalil y Magnusson (3) realizaron experimentos -
donde usaron antfgenos obtenidos de medio de culti
vo de Nocardia y observaron en todos los casos es-
tudiados, reacciones cruzadas en pacientes tubercu
losos. Asft mismo, Ortiz-Ortiz y col. (34-36) ob--
servaron in vivo e in vitro una reaccién de hiper-
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sensibilidad tardlfa en cobayos infectados con N. -

brasiliensi's N. asteroides y ensayados con anti-

‘tales como extracto citoplasmico, -
omal y polisacérido. Posteriormente,
Bojalil (33) utilizaron estos mismos
37U estudio epidemiol6gico en el ~--
yeron individuos infectados con Nocar
Mycobdacterium tuberculosis y Micobacterium -
sfvi’como individuos normales que radicaban
nsideradas endémicas para N. brasilien-
servaron gran especificidad en las prue--
as realizadas. Ademas de los estudios -
, se ha investigado la participacién de-
b ecani smos de inmunidad celular en animales in
~fectados con N. brasiliensis y se ha reportado un-
mento en la actividad fagocitica y en la diges--
“£i6n intracelular de los macréfagos inmunes (30).

En cuanto a la respuesta inmune humoral - -
existen trabajos importantes en los que se ha de--
mostrado la presencia de anticuerpos en animales -
infectados con Nocardia y en pacientes con miceto-
ma actinomicésico; para tal efecto, se han utiliza
do diferentes pruebas serolégicas tanto con fines-
diagndsticos como con fines pronésticos (12, 25, -

42).

Gonzalez-0Ochoa y Vazquez-Hoyos (50) y Boja-
lil y col. (53, 54) por medio de precipitacién de-
mostraron la presencia de anticuerpos contra el po
lisacarido de N. brasiliensis. Esta prueba ha si-
do de gran ayuda diagnéstica en este tipo de pa- -
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cientes.

zddofla reac-
Asf :Gonz&
cprrela—

,Fermedad Por el contrario,
lutinacién se han obtenido re
‘res, Gonzalez-0Ochoa y col. -~
os resultados de tales prue--

relacionados con la evolucién del pa
con el estado general de los pacien-

S Se,han hecho estudios recientes con el obje
to’ de ‘definir si la respuesta de tipo humoral par-

'.tlc1pa o no en la evolucién del micetoma causado -

"por Nocardia; Rico y Ochoa (42), observaron que -
los animales timectomizados, irradiados y reconsti
tuidos con linfocitos B a los cuales se les infec-




taba con; N brasullensns, desarrollaban micetomas
mas seVeros ‘que los animales normales infectados -
con’la’ ‘misma dosis de mlcroorganlsmos,'asf mi smo, -
'Ios pr|m ros mostraron un fndice" .mayor ‘de amputa--
;CloneS'espontaneas que los anlmales no: tratados. -.
'Estos m smos |nvest|gadores demostraron que la.ino
' brasullenscs opsonnsada ‘no Favore——‘

: . hues

llandose la enfermedad" de
os ‘animales |nFectados
no tratado. Todo parece lndf

fmedad‘no tienen un papel protector y su presén*
cia: ‘podria hablar mas de un-efecto’nocivo que'bene
'gFlco “para el huésped. :

Por otro lado, se ha’ reco o-'mas clara--
‘mente la importancia de la inmunidad medlada por -
célutas (IMC) en la proteccién contra las infeccio
nes por Nocardia (30, 42). Los resultados obteni-
dos son similares a los que se presentan en otras-
infecciones causadas tanto por bacterias como por-
pa;ésitos intracelultares (7, 18, 28, 32, 38, 41, -
46).

La participacién de la IMC en animales in--
fectados con Nocardia ha sido demostrada en estu--
dios de activacién de la funcién fagocitica y di--
gestiva de macréfagos (30, 37). .

Tomando en consideracién que, M. tuberculo-
sis ¥y N. brasiliensis son microorganismos relacio-




= knados antlgenlcamentei. (4, 16 24, 43, 44, 51) y -

cctones ‘eruzadas de IMC (2,
eallzar estudios para de--
h*con el antfgeno homéio
6n con M. tuberculosis o -
roteccnén de ratones contra la
“con Nocardia.
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MATERIAL Y METODOS

Animales. Se utilizaron ratones hembras -
de la cepa Cardworth Farm cuyo peso fluctué entre-
18 a 25 g al inicio del experimento.

Microorganismos. En todos los experimentos

que aqui se describen se us6é una cepa de N. brasi-
liensis (UPHG-24) mantenida en el Departamento de-
Ecologifa Humana de la Facultad de Medicina, U.N.A.

M. La Nocardia muerta usada en la inmunizacién -
se esteril izé en autoclave.

La vacuna de Mycobacterium bovis cepa de -
Calmette y Guerin (BCG) se obtuvo del Instituto Na
cional de Higiene de la Secretaria de Salubridad y
Asistencia.

La cepa H37Ra de M. tuberculosis se obtuvo
de los Laboratorios DIFCO (Detroit Michigan).

Medios de cultivo. La N. brasiliensis se -
cultivé en el medio Proskauer y Beck modificado -
por Youmans y Karlson (52).

Obtencién de antigenos. Los antigenos usa-
dos para las pruebas cutineas se obtuvieron de la-
manera siguiente: se cosech6 después de 21 dias de
incubacién a 37° C, se lavé con agua destilada ca-
liente, se desengrasé con acetona y después con -
una solucién 1:1 de etanol-eter etilico. Fl mate-
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rial se secé al vacio para después suspenderlo en-
una solucién amortiguadora de tris-hidroximetilami
nometano (TRIS) (0.01M, pH 7.4) que contenfa 0.01-
M de acetato de magnesio (aproximadamente 50 g de-
bacterias en 200 ml de TRIS); posteriormente se -
afiadi 6 desoxirribonucleasa a una concentracién de-
2 ug/mi. La suspensidn se pasé a través de un - -
fraccionador de células SORVALL RIB! (Modelo RF1)-
a una presién de 15,000 5 30,000 psi. La suspen--—
sién celular obtenida se dejé durante la noche a -
4°C. Para separar las células que no se rompieron
y los restos celulares, el material se centrifugé-
a 3,020 g durante una hora, a 12,000 g por 30 minu
tos, a 48,000 g por 15 minutos y por Gltimo a - -
144,000 g durante 3 horas con el objeto de elimi--
nar el acido desoxirribonucleico altamente polime-
rizado y los ribosomas. E! material obtenido des-
pués de este tratamiento es un extracto citoplasmi
co (EC), el cual se utilizé para la prueba cutéanea
después de dializarlo contra agua destilada, liofi
lizarlo y determinarle el contenido de proteina -
por el método de Lowry y col. (60).

Inmunizacién. Los ratones se inmunizaron -
con:
N. brasiliensis. Se utilizaron 2x 10" bac-

terias viables o muertas, resuspendidas en 0.1 ml-
de una solucién 1:1 de adyuvante incompleto de - -
Freund (A1F) y solucién salina isoténica (SSl). La
inoculacién se realizé en el cojinete plantar o -
por via subcutanea en la regién de la nuca.
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‘BCG. . Para la inmunizacibén-en el cojinete -
plantar o ‘en la regién de la nuca, se usaron -
4x106 bacilos viables suspendidos en 0.1 ml de -
'una ‘solucién 1:1 de AIF y SS1; para inmunizar por-
via: endovenosa se usaron 4:(10 BCG viables en 0.1
oml

"'dg SSi.
, " M._tuberculosis H37Ra. Se inmunizé en la -
'reglén de la nuca, con 200 ug del inmunégeno sus--

-pendidos en 0.1 ml de una solucién 1:1 de AIF y -
‘SSI.

Todos los animales inmunizados en el cojine
te plantar recibieron una dosis del inmunégeno, --
mientras que los inmunizados en la regién de la ny
ca, recibieron 2 dosis, con una semana de interva-
lo entre cada una de el las.

Infeccién. Los animales se desafiaron en -
el cojinete plantar del miembro posterigr contra--
rio a la tumoracién primaria, con 2x 10° células -
de N._brasiliensis viables suspendidas en 0.1 ml -
de SSI. En un experimento los animales en estudio
se desafiaron con N. brasiliensis viable a los 12,
20, 30, y 60 dias después de la inmunizacién. La-
evolucidn del tumor se midié a intervalos de 5 - -
dias durante los 45 dias de duracién del ensayo. -
En otro experimento, los animales inmunizados dos-
veces por via subcutanea se desafiaron a los 20 -
dias después de la primera inoculacién, tiempo su-
ficiente para generar una respuesta inmune (22).

TESIS CON
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- Determinacién de_ anticuerpos contra N;.bﬁéf

siliensis. Los animales se sangraron del plexo re
troorbital a diferentes intervalos posteriores al-
desafio. Los sueros obtenidos de cada grupo se -

mezclaron y se almacenaron congelados hasta el mo-
mento de su utilizacién.

El acoplamiento de la proteina (antigeno de
Nocardia) a eritrocitos de carnero (EC) por medio- "
de glutaraldehido (56) se realizbé de la siguiente-
manera:

Se lavaron EC en SSI, tres veces y se ajus-—
taron con la misma solucién al 50%; a continua- -
cién se prepardé una solucién al 25% de glutaralde-
hido (GA) neutralizado con carbonato de sodio al -
‘10%,'del cual se utilizé 1.5 ml para afiadirse a -
5:ml.de S8l y 1 ml de amortiguador de fosfatos --
70.015 M, pH-8. A la solucién anterior se le agre-
gégota a gota 1.0 ml de |la suspensién de EC, agi-
"‘tando constantemente durante 24 h a 4°C; poste- -
‘riormente, los eritrocitos se lavaron cuatro veces
_en. SSI. Estos eritrocitos se pueden almacenar por
- varias semanas o usarse de inmediato para el aco--
“plamiento.

Para acoplar se mezclan 1 mg de proteina en
‘1.5 ml de amortiguador salino de fosfatos (PBS) -
pH 6.8, 0.1 ml de paquete de EC-GA y 5 ml de amor-

">tiguador de acetatos, 0.1 M, pH 5; a continuacién~-

se incuba con agitacién durante 24 h a temperatura
ambiente. Los eritrocitos pueden ser conservados -
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en PBS pH;6}8*¢bﬁ_abida de sodio al 0.1% y almace-
nados en‘hefﬁigeraciéh.

Para reallzar la técnica de hemaglutinacién
(57) se aJustan los eritrocitos al 2.5% y se proce
de con el  micrométodo de |la manera siguiente. En-
cada; unadelas excavaciones de las placas para .he-
cién se agregan 0.5 ml de PBS pH 6.8; a -
6n se adiciona en la primera excavacién-
.0.05:ml:ide"los sueros inactivados y previamente ab
“sc on eritrocitos de carnero. Posteriormen-
“te pormedio de una asa de microdilucién, se rea-
izan di'fuciones al doble desde 1:2 hasta 1:1024.-

«ic10nes 0.025 ml de los eritrocitos sensibilizados-

“con el antigeno de Nocardia, utilizando para el ca
. so ‘una pipeta de gota graduada. La placa se agita

" durante un minuto, se cubre con una cinta adhesiva
y se mantiene a 4°C durante 24 h. ElI titulo de an-
ticuerpos se expresa como la inversa de la dilu- =
cibén mas alta del suero que aglutina a los eritro-
citos sensibilizados.

Hi persensibilidad de tipo tardio. La prue-
ba se realizé a diferentes intervalos antes y des-
pués del desafio con N. brasiliensis. El antigeno
de Nocardia en una dosis de 50 ug, se inyecté en-

el cojinete plantar que no habia recibido Nocardia

o BCG. Los cojinetes se midieron con una microca-
librador (Mitutoyo Mfg. Co., Ltd. Tokio, Japén) an
tes y 24 h después de la inoculacién del antigeno.
Los valores obtenidos son el resultado del incre--
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mento en el grosor del cojinete plantar de los ani
males infectados menos la medida de la inflamacién
inespecifica de los animales normales.

Examen directo del micetoma inducido por el
desafio. Al final del experimento se realizé ta -
bisqueda de granulos actinomicésicos en |as extre-
.mi dades afectadas por el tumor, tomando el pus o -
la secrecidén de trayectos fistulosos con una pipe-
ta Pasteur estéril; posteriormente la muestra se -
lavé 3 veces con SS| estéril, se decanté el sobre-

nadante y el sedimento se utilizé para hacer fro--
tis y tincién con eritrocina al 1% en solucién - -
acuosa (68). La observacié6n se hizo al microsco--

pio contando los granulos en 6 campos diferentes.

Aislamiento de N. brasiliensis a partir del
micetoma inducido por el desafio. El retrocultivo
se hizo también al final del experimento, sembran-
do las secreciones o directamente de los miembros-

afectados; se utilizé un medio sé6lido de Proskauer
y Beck modi ficado por Youmans y Karlson (52), adi-
cionado de 100 U/mi de penicilina sédica. Las ca-

Jjas sembradas se incubaron a 37°C durante un perio
do de 10 dias.

Estudio histopatolégico. Los miembros ampu
tados se fijaron con una solucién de formaldehido-
al 10% y se procesaron para su estudio histopatol$
gico de acuerdo a la técnica previamente descrita-

(58).
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Estudio histopatolégico. Los miembros ampu
tados se fijaron con una solucién de formaldehido-
al 10% y se procesaron para su estudio histopatolé
gico de acuerdo a la técnica previamente descrita-

(58).
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Andlisis estadistico. Se emple6 la prueba-
de Fisher para determinar |a homogeneidad de las -
varianzas entre grupos (55). La significancia de-

las di ferencias entre las medias de los grupos -

con varianzas homogéneas, se determind por la prug
ba de t de Student y entre las varianzas heterogé-
neas por la prueba de Cochran y Cox (55).
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RESULTADOS

. ... Evolucién del micetoma _en los ratones_infec
tados. Las dimensiones del micetoma a intervalos-
de 5 dias, durante 45 dias posteriores a la infec-
cién, se observan en las Figs. 1 a 4 en las que se
grafica el promedio del grosor del cojinete plan--
tar infectado + el error tipo. Estos animales se-
utilizaron como controles en cada uno de |los expe-
rimentos realizados.

La evolucién del micetoma en estos animales
aparece mas o menos constante (Figs. 1-4). Se ini-
cia con un aumento importante en |las dimensiones -
del cojinete plantar durante los primeros dias de-
la infeccién, producto de una inflamacién debida -
al traumatismo ocasionado por la administracién -
del inéculo; posteriormente, el grosor va disminu-
yendo, de manera que, aproximadamente entre los 15
y 20 dias después de la infeccién se observan las-
medidas mis pequefias. Posteriormente, observamos-
un aumento gradual en el tamafio del micetoma el -~
cual se mantiene hasta el final del experimento.

Evolucién del micetoma en los ratones i nmu-
nizados. La evolucién del micetoma en los anima--
les inmunizados se observan en las Figs. 1 a 4, -
donde se grafica el promedio del grosor del cojine

te plantar infectado + el error tipo. Estos anima

les se inmunizaron en el dia O y se desafiaron a -
di ferentes intervalos después de la misma.
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La evolucién del micetoma en los animales -
desafiados a los 12 dlas después de la inmuniza- -
cién se observa en:la Fig. 1 donde podemos ver, -
que a través de los 45 dias de estudio, el grupo -
inoculado con N. brasiliensis viable es el que - -
‘muestra una mayor proteccién, la cual se manifies-
.ta‘a ' niveles significativos desde los 15 dias des-
pués de! desaffo y se mantiene a lo largo del expg
rimento. Aquellos animales inmunizados con N. bra
‘siliensis muerta también muestran una disminucién-
en el tamafio del micetoma, aunque no alcanza los -
niveles del grupo anterior. En este grupo se ob--
servan diferencias significativas con respecto a -
los controles infectados no inmunizados a partir -
del dia 20 después del desafio. El grupo de anima
les inmunizados con BCG endovenoso no muestra dife
rencias significativas con respecto al grupo con--
trol durante todo el experimento, salvo en el dia-
5 después del desaflo donde se puede ver que las -
dimensiones del micetoma son menores que en el res
to de los grupos estudiados; este grupo desarrolla
posteriormente micetomas muy semejantes a los ob--
servados en el grupo control. En el grupo inmuni-
zado con BCG suspendido en AIF se observa un efec-
to protector a partir del dia 30 el cual se mantige
ne hasta el final del experimento.

En el grupo que se desafidé a los 20 dias --
después de la inmunizacién (Fig. 2) observamos que
a los 15 dlfas, los grupos inmunizados con N. brasi
liensis muerta o BCG en AIF, son los que muestran-
mi cetomas de menor tamafio que el resto de los gru-
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pos estudlados. ‘Esta. broteccién se mantiene a lo-
largo de los 45 dias de observacién. Mas tarde, a
los. 20 dfas los animales inoculados con Nocardia -
“vi'able muestran un micetoma de dimensiones simila-
“res a los grupos anteriores el cual no evoluciona-
‘como lo hace el grupo de animales infectados no va
cunados. Los animales tratados con BCG en SSI de-
sarrollan micetomas mds grandes que el resto de -
los grupos inmunizados, aunque 30 dias después del
desafio los micetomas son menores significativamen
te que los observados en el grupo control.

; Los resultados obtenidos en el grupo de anji
‘males desafiados a los 30 dias después de la inmu-
nizacién (Fig. 3) son los siguientes: Aquel los ani_
males inyectados con N._brasiliensis viable mues--
“tran una disminucién constante en el tamafio de sus
‘micetomas, pero sélo a partir de los 30 dias des--
pués del desafio se observan diferencias significa
tivas en relacién al grupo control no inmunizado.-
Los animales tratados con Nocardia muerta muestran
una disminucién progresiva del micetoma durante -
los primeros dias de observacién; sin embargo, a -
partir del dia 20, el micetoma parece estabilizar-
se y su tamafio es menor que el observado en los -
controles (P& 0.0005). EIl grupo inmunizado con =

BCG endovenoso presenta después de 30 dias, miceto

mas de menores dimensiones que los grupos no inmu-
nizados. La disminucién no es tan importante como
la observada en los animales inmunizados especifi-
camente. Resultados similares se obtuvieron cuan-
do la inmunizaci6n se realizé con BCG incorporado-
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en AIF (Fig. 3).

El grupo de animales desafiados a los 60 -
dias después de la inmunizacién (Fig. 4) presentan
durante los primeros 20 dias, un patrén similar al
grupo control. Sin embargo, los animales inmuniza
dos especificamente desarrollan después de 30 dfas,
una mayor proteccién, particularmente aquellos anj
males tratados con N. brasiliensis muerta. Los -
grupos tratados con BCG en SS! o suspendido en AIlF
no muestran a lo largo del experimento, diferen- -
cias significativas con respecto a los controles.

En resumen, los animales inoculados con - -

N. brasiliensis viva o muerta son capaces de con--
trolar con mayor habilidad la infeccién con el mi-
croorganismo homélogo. La inmunizacién con BCG es

de menor duracién y magnitud que la observada con-
los inmunégenos especificos.

Hipersensibilidad de tipo tardfio. Los resul
tados de las pruebas de hipersensibilidad tardia -
real izadas en el grupo de animales inmunizados con
una dosis de inmunégeno en el cojinete plantar o -
por via endovenosa (BCG en SS!) se muestran en la-
Fig. 5. En este experimento, los ratones se desa-
fiaron 20 dias después de la inmunizacién con - -
2x 108 células de N._brasiliensis viables.

Los animales inoculados con Nocardia viable
desarrol lan una reaccidén de tipo tardio intensa -
que conservan hasta el final del experimento. Los-
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anlmales tnhunizados con Nocardia muerta también -
presentan una hlpersensnbilndad tardlia considera--
ble, aunque: de menor magnitud que la observada en-
nterlor, en ambos casos, la diferencia -
tos'grupos y los controles no i nmunizados-
;nte significativa (P & 0.00005). Los ani
iuni-zados por via endovenosa con BCG en --

foslva|ores ‘encontrados en el
auane al final

grupo de anima-
de experimento, la-

los grupos
|nmun|zaron con -

arrnba de los valores observados en
| Ies., Los animales que se

‘ : Ia Flg. 6 se presentan las pruebas de hl
persensnbllldad tardfa realizadas en los animales-
inmunizados con 2 dosis de inmunégeno por via sub-
cuténea en la regién de la nuca. En este experi--
mento se repite el mismo patrén de reactividad al-
antigeno de Nocardia descrito en el experimento an
terior, sélo que las diferencias entre {os grupos-
en estudio son mis claras y la reactividad aparece
mas tempranamente. lLos animales inoculados con --
N. brasiliensis viva o muerta, muestran hipersensj
bilidad de tipo tardio considerable, la cual se ex
presa a niveles significativos a partir de los 8 -
dias después del desafio conservandola durante to-
do el experimento; sin embargo aquellos animales -
inmunizados con el microorganismo muerto muestran-
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lakobservada en ef

una reactlv1dad‘menorQque grupo

aunque -
| as ob-

imuestra di ferencias sugnnFucatnvas con respecto a-
..~ los animales controles infectados salvo al final -
“del experimento (dias 40 y 45), donde se observa -
un ‘aumento en su reactividad cutinea al antigeno -
de Nocardia.

Titulacién de anticuerpos. En las Tablas |
y ||l se presentan los resultados de la titulacién-
de anticuerpos contra N. brasiliensis en los anima
les desafiados a los 20 dias después de |la primera
inmunizacién. La primera es el resultado de los -
titulos encontrados en los animales inmunizados -
con una dosis de inmunégeno. Como puede verse, -

‘los tltulos de anticuerpos anti-Nocardia (Ac-anti-
~N) en los animales inmunizados muestran pocas dife
rencias en relaci6n a los titulos encontrados en -
‘los animales controles no inmunizados (Tabla 1); -
salvo en aquellos animales que se inocularon con -
N. brasiliensis viable o muerta donde los Ac-anti-
N se detectan antes que en los demds grupos estu--
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dnados - en. Ios |nmun|zados con BCG suspendido en-

w'SSI ulenes muestran tftu|os de Ac-anti'=N en’ cons
'tante ‘aumento

.se muestran los resultados -
_atones inmuni zados con 2 dosnss
: N ‘estos animales nuevamente no. se .
fobserv n‘lee encias importantes entre los grupos-
‘en: estudlo,'5|n embargo, podemos observar que es--

" tos" anlmales desarrollan titulos de Ac-anti-N mé&s-

elevados que los animales inmunizados con una do--
sis de inmunégeno.

Examen directo del micetoma_inducido por el
desaflio. La bisqueda de granulos actinomicésicos-
en las secreciones de los miembros afectados por -
el desaffo, reporté una diferencia importante en--
tre los grupos inmunizados y los no inmunizados. -

En la Tabla |ll se pueden apreciar los resultados-
obtenidos en los animales inmunizados con una do--
sis: Los animales controles infectados, mostraron

en todos |0s casos hasta 20 granulos por campo de-
observacién, con las caracteristicas previamente -
descritas (9,20, 45). Por otra parte, los anima-
les inoculados’con N. brasiliensis viable o muerta,
no mostraron’la presencia de granulos. Solo 3 de-
"males tratados con BCG en SS| mostraron -
sen; cantldades variables, aunque menores -
ampo de observacién. Por otra parte, 3
‘lnmﬁnizados con BCG en AIF presentaron -
.'granulos actinomicésicos por campo.
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Los resultados en'el grupo ‘de animales i nmu
nlzados con: 2'd051 négeno, por via subcut§
nea en:la‘nu ' on.muy semejantes a -
‘los obtenldos terior. Todos los ani
males controlesf, os mostraron grénulos-

ctlnomlcéslcos" 15 por campo). Por --
otra parte, uno de: nlmales inoculados con -
Nocardia viable mosthé-hasté 5 granulos por campo;
"“mientras que, uno de los 7 animales inmunizados =
con N. brasiliensis muerta tenia de 1 a 3 granulos
por campo de observacién. Los animales inmunizados
con M. tuberculosis H37Ra desarrollaron entre 4 y-
16 grénulos actinomicésicos por campo. Por proble
mas técnicos no se realizbé el estudio en los anima
les inmunizados con BCG incorporado en AIlF.

v Aislamiento de N. brasiliensis a partir del
micetoma inducido _por el desaffo. Las muestras ob
tenidas de los abscesos y fistulas del micetoma se
‘cultivaron como se describié en el capitulo ante--
‘rior. Los resultados del! estudio en los animales-
que:recibieron una dosis del inmunégeno se mues- -
tranien la Tabla 111, En el grupo no inmunizado -
. Que 'se desafio con N. brasiliensis, se aislé el mi
croorganismo hom6logo en las secreciones obtenidas
de*fistulas y abscesos. Solo uno de los 5 animales
“inoculados con una dosis de Nocardia viable y en 2
de. los 5 inmunizados con N. brasiliensis muerta se
aislbé el microorganismo acido alcohol resistente.-
Por otra parte, en todos los animales inmunizados-
por via intravenosa con BCG en SSI y en 4 de los 5
animales tratados con BCG incorporado en AIF se -
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aislé la Nocardia.

.. " 'Los resultados de las muestras obtenidas --
del miembro con micetoma en el grupo de animales -
~inmunizados con 2 dosis de inmunégeno (Tabla V) -
"son.los siguientes: En 2 de los 7 ratones inocula-
-dosicon N. brasiliensis viable y en uno de los 7 -
“inmunizados con Nocardia muerta se aislé la Nocar-
‘dia..  Cuando se inmunizé con M. tuberculosis, 4 de
"los 7 ratones presentaron crecimiento de N. brasi-
“l'iensis. En el grupo de animales inmunizados con -
~BCG "incorporado en AIF no se realizaron retroculti
vos.

Estudio hi stopatoldgico. Los animales con-
troles no inmunizados mostraron la evidencia de un
micetoma activo, caracterizado por trayectos fistu
losos con reaccidén inflamatoria aguda y crénica in
tensa, en donde se observaron abundantes granos -
del microorganismo (Tablas 1!l y IV). En el grupo-
inoculado con una dosis de N. brasiliensis viable-
solamente 1 de 5 animales mostré micetoma (Tabla -
111); mientras que, el grupo de 7 ratones que reci_
bié dos dosis inmunizantes presenté 2 con micetoma
(Tabla 1V). El resto de los animales en ambos gru-
pos mostraron una reaccidén inflamatoria crdénica y-
fibrosis. Los animales inmunizados con una dosis -
de Nocardia muerta solo presentaron en los sitios-
desafiados una reaccién inflamatoria moderada con-
trayectos fistulosos, en donde en varios cortes no
fué posible demostrar la presencia de micetoma (Ta
bla 111). Un cuadro similar, se observé en el gru
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po que recqblé 2 dosls inmunizantes del microorga-
‘ni smo muerto,,solo que en este caso los animales -
-mostraron una reaccién inflamatoria minima con o -
sin fistulas o fibrosis asociada a una reaccién -
xantogranulomatosa (Tabla tV). Los grupos inmuni-
‘zados ‘conuna o 2 dosis de BCG incorporado en AlF-
presentaron mi cetomas en mayor proporcién que los-
.otros :grupos estudiados. Aquellos que recibieron-
Juna’ dosns del inmunégeno presentaron micetomas en-
227 de 5 animales tratados. Por otra parte todos -
los:ique recibieron dos dosis de BCG en AlIF mostra-
ron micetomas. Finalmente 4 de los 7 animales in-
‘munizados con M. tuberculosis presentaron miceto--
‘mas.
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DISCUSION -

Los resul tados obtenidos en el presente tra
bajo muestran que, el tratamiento de ratones con -
N. brasiliensis viable o muerta, aumenta los meca-
ni smos especificos de resistencia, de tal forma -
que los animales desarrollan un estado de inmuni--
dad que les permite manejar y eliminar de una mang
ra mas eficiente el desaflo con el microorgani smo-
homélogo, con lo cual se modifica la evolucién na-
tural del micetoma.

En las infecciones bacterianas y parasita--
rias intracelulares se han realizado estudios com-
parativos para evaluar la efectividad de las vacu-
nas preparadas con microorganismos viables o muer-
tos (72-75). Se ha mencionado que las vacunas via
bles son mas efectivas debido a que la prolifera--
cién bacteriana y la persistencia prolongada del -

microorganismo en los tejidos del huésped, da lu---

gar a una estimulacién antigénica mayor; ademas, -
in vivo los microorganismos producen antligenos que
no son sintetizados in vitro o son destruidos du--
rante |la preparacién de las vacunas no viables.

Se ha observado que la infeccién experimen-
tal de ratones con microorganismos viables del gé-
nero Salmonella, es mis efectiva en el desarrollo-
de mecanismos de resistencia contra un desafio con
mi croorgani smos homélogos (72) o heterélogos (73).
Estos mecani smos fallan cuando los animales son -
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‘|nmun|zados

, ﬁborganismos muertos. . Sin em--
‘portes en los cuales la vacuna- -
con inmunégenos muertos, puede -
la infeccién crénica en |a in-

.. Esto al parecer depende de la forma -
i'mmunégeno es presentado al huésped y a-
sistencia del mismo en los tejidos. La uti-
ci6n de adyuvantes en la preparacién de vacu--
‘nas ' no viables aumenta su eficacia en el estableci
»mjehfo de mecanismos de resistencia en el huésped.

En nuestro modelo experimental encontramos-
que, la inmunizacién con N. brasiliensis muerta es
“tan efectiva en la induccién de proteccién contra-
Jla infeccién con el microorgani smo homélogo, como-
la inoculacién con la Nocardia viva, como se de- -
muestra en la evolucién del micetoma (Figs. 1-4) y
los estudios microbiolégicos e histopatolégicos -
real izados (Tablas 111 y 1V).

Aunque se conocen bien |las propiedades del -
BCG como inmuno-estimulador inespecifico en infec-
ciones intracelulares bacterianas y parasitarias -
de tipo facultativo u obligado (14, 22, 37 y 58), -
en nuestro disefio experimental, los mecanismos de-
estimulacién del sistema inmune por tratamiento -
con BCG no son efectivos en 1a modificacién de |a-
evolucién del micetoma (Figs. 1-5), especialmente-
cuando se utiliza por via endovenosa. Estos ha- -
I lazgos no difieren de otras observaciones donde -
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se ha demostrado que la inmunidad celular es mas -
eficiente cuando se usa como agente inmunizante el
‘mi croorgani smo homélogo (46, 62). Se ha sugerido-
tambi én que, los mecanismos de resistencia que se-
desarrol lan durante las reinfecciones hom6logas -
con microorganismos intracelul ares, son mas poten-
tes, debido a que se encuentran [ntimamente |iga--
dos con un evento inmunolégico especifico que es -
el desarrollo de 1a hipersensibilidad tardia (69).
Estos fenb6menos son el resultado de un proceso me-
diado por linfocitos derivados de timo (64, 65), -

‘fos cuales han sido sensibilizados previamente y -
al ser estimulados nuevamente con el antigeno espe
cifico liberan medi adores quimicos (linfocinas), -

los cuales parecen ser |los responsables de las mo-
dificaciones fisiolégicas observadas en el sistema
fagocltico (63, 64, 65). Este parece ser el caso-
en las infecciones por N. brasiliensis, donde los-
mecani smos de inmunidad celular, durante la infec-
cibn experimental, juegan un papel muy importante.
Se ha demostrado experimentalmente que animales ti
mectomi zados, irradiados, reconstituidos con médu-
la 6sea y que se infectan con Nocardia opsonizada-
desarrol lan micetomas mis severos y con amputacio-
nes mas tempranas que aquellos animales que reci--
bieron Nocardia no tratada (42). Las observacio--
nes anteriores correlacionan con |as obtenidas en-
el presente estudio, ya que los ratones mejor pro-
tegidos contra la infeccién por Nocardia, son aque
llos que presentan una mayor reaccién de hipersen-
sibilidad de tipo tardio (Figs. 6 y 7).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




30

“'Existen al gunos aspectos importantes en la-
evolucién 'del micetoma en relacién con el tiempo -
en‘el;Cﬁél{se hizo el desafio. Cuando se utilizé6 -~
‘Nocardia:viable se observé aparentemente una mejor
protecci 6n cuando el desafio se realizé dentro de-
los primeros 12 dias después de la inmunizacién -
~(Fig;_1). Las di ferencias entre el grupo inocula-

" do.con N. brasiliensis viva y el grupo tratado con
~-el microorgani smo muerto son significativas a par-
wotir del dia 15 después del desafio.

Ahora bien, se traté de observar si el uso-
de 2 dosis de inmunégeno tendria alguna repercu- -
sidén en la respuesta humoral y en la celular de -
los animales en experimentacién. Para ello se estu
diaron 2 grupos de animales: el primero recibié -
una dosis de inmunégeno y el segundo recibié dos -~
dosis de inmunégeno y con una semana de diferencia
entre cada una de el las; ambos grupos fueron desa-
fiados 20 dias después de la Gltima inmunizacién.-
Se midié en ambos casos la respuesta humoral (Ta--
blas | y 11) y la respuesta celular (Figs. 5y 6).
La utilizacién de dos dosis de inmunégeno da lugar
a un aumento tanto en la respuesta de anticuerpos,
como en la respuesta de hipersensibilidad tardia;-
en donde se observan diferencias significativas en
tre el uso de una 6 dos dosis de inmunégeno.

En general, los titulos de Ac-Anti-N mues--
tran pocas variaciones entre los diferentes grupos,
salvo en aquellos animales tratados con N. brasi--
liensis viva o muerta, donde fos anticuerpos apare
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cen antes ‘que ‘‘en los otros grupOS..Pdr otra parte,
los animales inmunizados con BCG suspendido en SSI
presentan titulos de Ac-anti-=N m4as elevados hacia-
el final ‘del ‘experimento (Tablas | y 11).

Mucho se ha hablado del papel de los anti--
cuerpos en‘la respuesta inmune; asi, Mackaness, La
grange, Miller e Ishibashi (19, 31, 67), han demos
trado que animales inmunizados con altas dosis de-
|nmun69eno presentan un fenémeno de regulacién en-
tre’ la’respuesta humoral y la hipersensibilidad de
‘tlpo‘tardlo, de tal manera que, altos titulos de -
,énti§Uérpos aparecen cuando la hipersensibilidad
’tétardéda disminuye o viceversa; sin embargo, - -
~otros autores han observado que este fenémeno de -
“modulaci én entre respuesta celular y humoral se -
pierde con el uso de adyuvantes (39, 47, 67). En-
nuestro modelo experimental, no se observé regul a-
ci6n alguna; es posible que estos resultados se de
ban tanto al caracter adyuvante que poseen M. tu--
berculosis ¥ N. brasiliensis (70, 71), como al uso
de AIlF.

Ahora bien, ;cull es el papel de estos anti
cuerpos en el fendémeno de proteccidn inducido por-
la inmunizacién? Nuestros resultados en los anima-
les desafiados muestran que los titulos de anti- -
cuerpos encontrados no se relacionan con la evolu-
cién favorable o desfavorable del micetoma. Asl, -
el grupo inmunizado con BCG endovenoso, es el me--

nos protegido sin embargo presenta los titulos de
anticuerpos mas elevados (Tabla 1). Por otro lado,
los animales inoculados con N. brasiliensis viva o
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»muerta, que desarrollan proteccnén, tambi én mues--
tranAc- antl-N en: tftulos similares; esto nos hace
pensar que, en las infecciones por Nocardia, los -
.antlcuerpos no Jjuegan un papel determinante en |a-
‘proteccién. Por otra parte, la respuesta de IMC si
parece ser determinante, ya que los grupos en los-
cuales se observa una reaccién de hipersensibili--
dad tardia més elevada y duradera (Figs. 5 y 6), -
son los mejor protegidos (Fig. 2). Aunque los ani
males inmunizados con BCG o M. tuberculosis mues--
tran tambi én reactividad cutanea al antigeno de -
Nocardia, esto se debe principalmente a que dichos
microorganismos comparten antigenos de reaccién -

cruzada (41 161 241 43, 44, 50 b4 51)'

Por Gltimo se hizo necesario observar como-
estaban influyendo los fen6menos encontrados en -
los estudios anteriores en la microbiologia e his-
topatologia del micetoma. Los resultados son bas-
tantes claros ya que los animales no inmunizados -
siempre desarrollaron micetomas activos demostra--
dos por el estudio bacteriolégico e histopatolégi-
co de los miembros afectados. De los animales inmu
ni zados, aquellos que se inmunizaron con el micro-
organismo homélogo presentaron una mayor protec- -
cibn. El estudio histopatolégico de los animales -
inmuni zados con Nocardia muerta no mostrdé la pre--
sencia de granulos actinomicésicos, aunque en algu
nos casos fué posible aislar N. brasiliensis a par
tir de las secreciones y tejidos del miembro afec-
tado por el desaffo (Tablas Ill y 1V). Cabe la po-
sibilidad de que estos animales con retrocultivos-
positivos, en los cuales no se encontraron granu--
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los tanto en el examen directo como en el estudio-
hlstopatoléglco, pudieran desarrollar posteriormen
te,  un: mlcetoma activo. Es posible que la forma- -
cibn de granulos en los tejidos del huésped se vie
‘ra aFectada por los mecani smos inmunolégicos indu-
r ' la inmunizacién.

En resumen, podemos decir que la inmuniza--

fC|6n con N. brasiliensis es capaz de proteger a ra

‘tones frente a un desafio con el microorganismo -
homélogo, aumentando su respuesta celular, sin mos
trar cambios importantes en los titulos de anti- -
cuerpos ¥y sin embargo inhibiendo el desarrollo del
micetoma. Todo lo anterior parece indicar que los
mecani smos de inmunidad celular juegan un papel -
muy importante en el fenémeno de proteccién en las
infecciones debidas a N. brasiliensis.
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TABLA I

TITULOS DE ANTICUERPOS
ANTI-y_.brasiliensisa

* DESAFIO'CON 2.0 ¥ 10° °CELULAS DE
N. brasiliensig . = ’

TRATAMIENTO -PREVIO )

AL DESAFIOQ

NINGUNO

2% 108 CELULAS

DE N. brasiliensis
VIABLES SUSPENDI-
DAS EN A.I.F.

2 x 10° CELULAS DE
N. brasiliensis
MUERTAS SUSPENDIDAS
EN A.I.F.

NSH. .

8128

4 x106 BCG VIABLES e )
SUSPENDIDAS EN A.I.F.

4 x10° BCG vIABLES 0
SUSPENDIDOS EN 5.5.I.

SE TITULARON ANTICUERPOS ANTI-Nocardia POR EL METODO DE,HE-
MAGLUTINACION PASIVA. CADA DATO REPRESENTA LOS TITULOS DE
ANTICUERPOS OBTENIDOS EN UNA MEZCLA DE SUERO DE 5 RATONES.

a

b) EL DESAFIO SE HIZO 20 DIAS DESPUES DE LA INMUNIZACION.

c¢) ANIMALES INMUNIZADOS EN EL DIA 0 UTILIZANDO LA VIA SUBCUTA-
NEA EN EL COJINETE PLANTAR.

d) ANIMALES INMUNIZADOS EN EL DIA 0 UTILIZANDO LA VIA ENDOVENOSA.

ov
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TABLA II

. TTTULOS DE ANTICUERPOS

ANTI-N.brasiliensis®

“x 10% cgruras oe
brasiliengisd i " -

AL DESAFIO

NINGUNO

2 x10% cewas ok

N. brasiliensis VIA-.
BLES SESPENDIDAS EN
A.I.F,

2 x 108 CELULAS DE
N. brasiliensis MUER
TAS SURPENDIDAS EN
A.I.F.

4 x 106 BCG VIABLES
SUSPENDIDOS EN A.I.F.

200 ug de M. tubercu-
losis H37 Ra fUSPENDI-
DAS EN A.I.F,

a) SE TITULARON ANTICUERPOS ANTI-Nocardia POR EL EETO‘DOVDE
HEMAGLUTINACION PASIVA. CADA DATO REPRESENTA LOS TITULOS
DE ANTICUERPOS OBTENIDOS EN UNA MEZCLA DE SUERO DE 5 RA-
TONES.

b) EL DESAFIO SE HIZO 20 DIAS DESPUES DE LA ULTIMA INMUNIZA
CION.

c) ANIMALES INMUNIZADOS EN DIA 0 Y 8 UTILIZANDO LA VIA SuB-
CUTANEA EN LA REGION DE LA NUCA.
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TABLA. III

RESULTADO DEL EXAMEN 3ACTERIOLOGICO E HIS"l'OPA'I.'OLOGICOa

TRATAMIENTO VPREVIYO .- GRANULOS ACTINOMICOSICOS b . nzmocur.nvos ¢ HISTOPI'\TOLOGIA‘d' -
AL DESAFIO ' . POSITIVOS/TOTALES NUMERO/CAMPO  POSITIVOS/TOTALES CARACTERISTICAS MICETOMA
NINGUNO . : 5/5 20 5/5 TIPICA DE MICETO . 5/5
. RPTR MA ACTIVO. :
2 x 10° cELULAS DE N. o INFLAMACION CRO- -
brasiliensis VIABLES _0/5 i 0 1/5 NICA Y FIBROSIS - 1/5.
SUSPENDIDAS EN A.I.F. . B c EN 4/5 MICETOMA )
: EN 1/5.

2 x 10° ceruras e . : - INFLAMACION CRONI
brasiliensis MUERTAS 0/5 L e 2/5 CA Y FIBROSIS. NO 0/5
SUSPENDIDAS EN A.I.F. o IRC HAY MICETOMA.

14 x 10% B.C.G. VIA-- : P MICETOMA EN 2/5

BLES SUSPENDIDAS EN 3/5 10 Co 475 INFLAMACION CRONI 2/5
A.LF. S cA EN 3/5.

4 x 106 B.C.G. VIA-- P

BLES SYSPENDIDAS EN /5 10 5/5 NSH

S.S8.1I.

a) ANIMALES INMUNIZADOS EN EL DIA 0 POR VIA SUBCUTANEA EN EL COJINETE PLANTAR Y DESAFIADOS 20 DIAS
DESPUES DE LA INMUNIZACION.

b) SE TOMARON MUESTRAS DE LAS FISTULAS Y ABSCESOS PRODUCIDOS POR EL DESAFIO, SE HIZO FROTIS Y TINCION
CON ERITROCINA AL 1% EN SOLUCION ACUOSA Y SE OBSERVO AL MICROSCOPIO PARA LA BUSQUEDA DE GRANULOS
ACTINOMICOSICOS.

c¢) SE TOMARON MUESTRAS DE PUS A PARTIR DE LAS FISTULAS Y ABSCESOS, SE LAVARON CON SSI ESTERIL Y SE
SEMBRARON EN CAJAS CON MEDIO SOLIDO DE PROKAUER Y BECK MODIFICADO POR YOUMANS Y KARLSON, ADICIONA-
do con 100 U DE PENICILINA SODICA POR ML DE MEDIO; SE INCUBARON LOS CULTIVOS A 37° DURANTE 15 DIAS

d) SE AMPUTARON LAS PATAS AFECTADAS POR EL DESAFIO, SE FIJARON EN FORMOL AL 10%, Y SE HICIERON 10 COR
TES DE CADA MUESTRA PROCESADA Y SE EXAMINARON.

e) ANIMALES INMUNIZADOS EN EL DIA 0 POR VIA ENDOVENOSA Y DESAFIADOS 20 DIAS DESPUES.

f) NO SE HIZO.
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TABLA IV

RESULTADO DEL EXAMEN BACTERIOLOGICO E HISTOPATOLOGICO®

TRATAMIENTO PREVIO

’.. GRANULOS ACTINOMICOSICOS b

RETROCULTIVOS ©

HISTOPATOLOGIA d

AL DESAFIO: -1 " POSITIVOS/TOTALES NUMERO/CAMPO - POSITIVOS/TOTALES CARACTERISTICAS MICETOMA
NINGUNO R 15 /1 MICETOMA ACTIVO 7/7
2 x 10° cELULAS DE . S MICETOMA EN 2/7
brasiliensis VIABLES RS V4 5 2/1 INFLAMACION CRO 2/7
SUSPENDIDAS EN A.I.F. NICA Y FIBROSIS
EN 5/7.
‘ 2 x 10® cELULAS DE N. e INFLAMACION CRO
brasiliensis MUERTAS /T -3 1/7 NICA CON RELA- 0/7
f SUSPENDIDAS EN A.I.F. : - CION XANTOGRANU
LOMATOSA NO HAY
MICETOMA,
4 x 105 BcG vIABLES MICETOMA 71
SUSPENDIDAS EN A.I.F.
200 ug DE M. tuberculo .
sis H37 Ra SUSPENDIDOS MICETOMA 4/17
EN A.I.F. :
a) ANIMALES INMUNIZADOS EN EL DIA o ¥ B VIA, SUBCUTANE:A EN LA REGI

b

e

NTORO 30 VITVd
NOD SISAL

DESPUES DE LA ULTIMA INMUNIZACION.

-d) VER TABLA III.
) NO SE HIZO

‘DE LA"NUCA'Y DESAFIADOS 20 DIAS

37
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