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I NTRODUCC 1 ON

Una de tantas miserias que han flagelado a -
la Humanidad, en todas sus épocas es la tuberculo-
sis, que aln en nuestros dias proyecta |la magnitud
de sus problemas en todos los paises del mundo.

Los retos han sido aceptados por los investi
gadores de todas las latitudes. Muchos de estos re
tos han sido resueltos de un modo favorable gra- -
cias al ingenio y perspicacia de estos investigado
res y hombres de ciencia, que con perseverancia -
han descorrido gran parte de sus incégnitas. Pero-
muchos otros constituyen problemas que siguen sien
do motivacién de estudio.

Esta recopilacién de datos servird a los es-
tudiantes que inician los primeros pasos en el es-
tudio del aparato respiratorio, igualmente servi--
radn las técnicas y procedimientos que se descri- -
ben, con especial preferencia a la tuberculosis -
pulmonar.

El plan general de esta tesis es presentar -
en unos capitulos y de |la manera mds sencilla, las
adquisiciones béasicas para el estudio de la tuber-
culosis. También se analizan algunos métodos qui--
mioterdpicos contra la tuberculosis.

En el capitulo que comprende generalidades, -
veremos un breve bosquejo histérico de la tubercu-
losis, el cudl nos dard& una visién amplia de lo -
que es y ha sido esta enfermedad a través del tiem
po y como poco a poco el hombre la ha ido vencien-

do.



Al estudiar los aspectos clinicos, se ha he-
cho especial hincapié sobre la valoracién del pro-
ceso tuberculoso, y sobre la composicidén quimica -
de M. tuberculosis, por ser esta la base para la -
sintesis de las técnicas a utilizar.

Al estudiar la Bacteriologia se comprenderd,
que el factor etiolégico que determina su infecto-
contagiosidad, siempre es definitivo para califi--
car la enfermedad. Existen diferentes técnicas que
nos ayudard&n a llegar a la tipificacién del ger- -
men.

La toma de las muestras y el lugar de donde
proceden, nos dard las diferentes distribuciones
de la poblacién bacilar.

Dentro del mismo capitulo de técnicas para -
la identificacién de Mycobacteria, encontraremos -

diferentes cultivos y pruebas utilizadas para su -
identificacidn, esperando que esta tesis sea de -
utilidad a mis compaferos estudiantes de la Facul-

tad de Quimica.



BOSQUEJO HISTORICO DE LA TUBERCULOSIS

LA ANTIGUEDAD

Las enfermedades infecciosas diezmaban gran-
des niacleos de poblacién en la antigliedad. Periddi
camente aparecian las "plagas” por descontento de-
los dioses; intervenia la magia con sus exorcis- -
mos, pero la epidemia continuaba.

Tras una larga etapa de cincuenta siglos, la
humanidad entré hace apenas cien afos en el verda-
dero conocimiento de las causas de la enfermedad -
infecciosa gracias al genio de Pasteur.

La tuberculosis, si no a la manera de esas -
plagas que ocasionaran una gran mortandad, segura-
mente provocaba también un gran ndmero de falleci-
mientos sobre todo en su forma pulmonar, puesto -
que no se tenia idea del concepto de contagiosi- -
dad. Los hechos més evidentes de la existencia de-
la tuberculosis desde la antigliedad mas remota se-
conocen por las exploraciones arqueolégicas que -
han permitido descubrir momias con cifosis, asi co
mo huesos humanos y de animales con destrucciones-
que pueden considerarse de origen tuberculoso.

Se sabe que los chinos e inddes curaban ya a
los tisicos mediante reposo y tratamiento higiéni-
co-dietético. Entre los indles era |lamada "enfer-
medad real”.

Los médicos egipcios tenian fama de excelen-
tes (Homero). Cada uno curaba sélo una enfermedad-
y los habfa también para las "enfermedades invisi-



bles”, entre ellas la tisis (Herodoto).

LA ERA HIPOCRATICA

Sélo se tienen conocimientos mds profundos -
cuando | legamos a Hipécrates (460 - 370 a.c.) el -
primer médico que describié con evidente sagacidad
clinica la evolucién de la tuberculosis al sefalar
sus sintomas hasta |legar a la caquexia, (la tisis
o consumacién), provocada por una "(ilcera del pul-
mén” .

Sin embargo, a veces se incluifan en el mismo
cuadro clinico otras enfermedades crdénicas de esta
viscera que producian también consuncién

Sus eminentes dotes de observador se mani- -
fiestan en sus aforismos: "Todas las enfermedades-
aparecen en todas las estaciones, pero algunas son
méds graves y se presentan mds a menudo en ciertas-
épocas del anho. En i1nvierno reinan las pleuresfias,
las neumonias, las corizas, los males de la gargan
ta, las toses, La tisis sobreviene principalmente-
entre los diez y ocho y treinta y cinco ahos.

Esta observacién concuerda con los mismos he

chos epidiomiolégicos actuales en todo el mundo -
respecto a la tuberculosis.

Hipécrates el padre de la medicina aplicé el
nombre de “tisis” a la enfermedad con el significa
do de “consuncién” o “"decaimiento” y considerada -
como incurable. Sus palabras son: “muchos y de he-
cho la mayor parte, moriran, de los corfinados en-
cama no se de uno sélo que haya sobrevivido mucho-
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tiempo. Morian més répidamente que lo que es comin
en tales casos. La consuncién era |la mds frecuente
de las enfermedades que entonces prevalecian, mor-
tal para muchas personas.

Y describia a los enfermos como sigue: - - -
... Tiebres companadas de calosfrios, de tipo con-
tinuo, sin intermisién completa sino a |la manera -
de semitercianas, m&s suave y con exacerbacién al-
dia siguiente; sudores constantes pero no extendi-
dos al cuerpo entero, extremidades muy frias que -
se calientan con dificultad; los intestinos alter-
nados, con defecaciones frecuentes biliosas, sin -
color y dolorosas.

La orina era delgada, sin color no cocida, o
gruesa con poco sedimento que no se asienta favora
blemente. Los esputos son pequeios, densos, coci--
dos, expulsados raramente y con dificultad Y en -
los que se encontraron los sintomas mds violentos-
no habia coccién pero continuaron arrojando mate--
rias crudas. Sus caras eran de color desde el prin
cipio hasta el fin enrojecidas con i1nflamacién - -
pronto se consumian y empeoraban, no tenian apeti-
to para ningin alimento, ni sed, estos e referia a
las afecciones tisicas.

La descripcién de las fases hipocréticas de-
los tisicos era: “los ojos hundidos, la nariz afi-
lada, las sienes huecas, la piel tensa, las orejas
frias, la cara enjuta y descolorida, los parpados-
Ifvidos, la boca abierta y los labios péalidos”.

GALENO, de Pérgamo (130-200 d c.), observé -
que la tisis es contagiosa y recomend6 el aisla- -



miento de los enfermos. Afirmé que las personas -
que duermen con tisicos en la misma cama, que usan
sus ropas y sus sdbanas o aquellos que viven duran
te largo tiempo con éllos contraen la enfermedad.-
Quiz& fué el primero en senalar lo aeroterapia co-
mo recursos terapéutico y mandaba a sus enfermos a
las laderas del Vesubio. Aseverd que la "Glcera -
de!l pulmén no puede cicatrizar a causa del incesan
te movimiento”.

LOS SIGLOS XVII Y XVIII

Un conocimiento més veridico de la tuberculo
sis se obtuvo en el siglo XVI| principalmente des-
pués de la importante descripcién del médico fran-
cés Silvio (Francisco de la Boc, 1614 - 1672), res
pecto a sus hallazgos en cadaveres cuando ensenaba
anatomia en Amsterdan y Leyden. Sus frases son una
sintesis de la verdad actual: "En repetidas ocasio
nes ha encontrado en los pulmones tuberculosis ma-
yores o menores que en la disecciédn demostraron -
que contenian pus. Creo que esos tuberculos se - -
transforman completamente en pus y considero que -
de esta forma se convierten en cavernas, ya que es
tédn limitadas sélo por una cépsula muy delgada. -
Considero que la causa de la tuberculosis pulmonar
se puede encontrar en estos tuberculos. Estos ha--
| lazgos fueron relacionados por Silvio mismo con -
los ganglios escrufulosos.

Sus estudios fueron confirmados en |Inglate--
rra por Tomas Willis (1621 - 1675) y en Francia -
por Barbeyrac. Otro médico inglés Ricardo Morton -
(1637 - 1689) continué el estudio de la tuberculo-
sis y considerd dieciseis variedades demostrando -



la lentitud de la evolucién.

Se atribuye a Pedro José Desault (1738 - - -
1795), el hecho de haber sefialado que el esputo es
el medio propagador de la tuberculosis Pedro Mau--
riac confirmé después este hecho considerando a la
tuberculosis como (nica y siempre la misma. La teo
ria del contagio continuaba divulgéandose.

EL SIGLO XIX

En Inglaterra Mateo Baillic (1761 - 1823), -
habia precisado que los tuberculos no son ganglios
sino una lesién peculiar del tejido pulmonar. Dedi
candose a la anatomia patoldégica en Paris, Gaspar-
L. Bayle (1774 - 1861), describié seis variedades-
clinicas de tisis, con diversas localizaciones en-
el cuerpo humano, pero siempre como enfermedad es-
pecifica cuyo cardcter esencial es la materia ca--
seosa (1810).

Aunque confundia la gangrena y el cancer con
la tuberculosis descubrié también la granulia mi--
liar que cien afios antes habia descrito Bonet.

El descubrimiento reciente de la granulacién
miliar realizado por Bayle y el conocimiento pre--
vio de la tuberculosis dié a Laenec la ocasién de-
estudiar a fondo esos dos aspectos de las lesiones
y los relacioné entre si estableciendo entre ambas
el eslabén constituido por las infiltraciones del-
parenquima pulmonar. Determiné asi el lazé comin -
entre aquellos dos tipos de lesiones seflalando que
la evolucién de la materia tuberculosa es idénti--
ca: primero la granulacién gris que se vuelve ama-
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rilla, se reblandece y destruye el pulmén para dar
origen a las cavernas. Confirmé de esta manera la-
hipétesis de Silvio.

En 1846 Herman Klencke habfa comprobado que-
la tuberculosis puede ser transmitida al hombre -
por la leche de vacas enfermas sin embargo, hasta-
1865 se demostré la inoculabilidad de la tuberculo
sis en esta época eran ya conocidas las investiga-
ciones de Pasteur sobre los seres microscépicos, -
los cuales sirvieron de base a Juan Antonio Ville-
min (1827 - 1892) para el desarrollo de sus experi
mentos. Tomé muestras de esputo y de materia caseo
sa de los pulmones y de los ganglios de enfermos -
muertos de tisis e inoculé a conejos jévenes apli-
cando esos productos por via subcutédnea. Los cone-
Jos murieron pocas semanas después con lesiones tu
berculosas visibles en muchos érganos. El pulmén -
era el asiento principal de las lesiones tuberculo
sas en todo similareas a las descritas en el hom--
bre. Qued6 asi demostrada la transmisibilidad e -
inoculabilidad de la tuberculosis, a la vez que se
considerd la teoria unicista de la enfermedad. Con
ello quedaba asi demostrado el contagio intrafavi-
liar y cafa por tierra la idea de la herencia pro-
clamada desde Hipécrates con la frase "un tisico -
nace de otro tisico”, en la cual Laennec también -
crefa. Villemin vié aceptadas sus ideas por algu--
nos, muy discutidas por otros y tuvo también mu- -
chos opositores.

LA EPOCA BACTERIOLOGICA

En los afios siguientes los conceptos de Luis
Pasteur y sus demostraciones sobre el origen micro
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biano de las enfermedades infecciosas tomaron in--
cremento. Los gérmenes de algunas enfermedades in-
fecciosas empezaban a ser descubiertos poco a poco,
pero el de la tuberculosis permanecia oculto por -
alguna causa inexplicable.

La gloria de su descubrimiento estaba reser-
vada a Roberto Koch (1843 - 1919), quien ya gozaba
de fama por su demostracién del origen del carbun-
co en las esporas que habia logrado cultivar para-
luego reproducir la enfermedad en distintos anima-
les. Sus medios de cultivo para los gérmenes de -
las infecciones traumdticas y quir(rgicas aumenta-
ron su celebridad.

En 1871, Cohnheim habfa logrado reproducir -
la tuberculosis en la céamara anterior del ojo de -
cone jos. Después de numerosos intentos de colora--
cidén Roberto Koch pudo al fin descubrir el germen-
en conejos. El 24 de marzo de 1882 en la Sociedad-
de Fisiologia de Berlin, dié a conocer su sensacio
nal descubrimiento que motivé especulaciones en to
do el mundo respecto al tratamiento de la temida -
pesta blanca. Los postulados de Koch quedaron como
base de la investigacién bacterioldgica.

El bacilo recien descubierto fué objeto de -
solicitas atenciones y minuciosos estudios sobre -
sus peculiaridades biolégicas, asi como de busque-
da de té¢nicas para su rgpida identificacién. La -
propiedad denominada "4cido - alcohol resistente”-
se debe a Pablo Ehrlich y a Jorge Eduardo Rind- -
fleisch.

El primero demostré en 1882 que el bacilo re
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siste a la decoloracién por los &cidos diluidos y-
empleo de la fucsina para colorearlos. El segundo-
comprobé la resistencia del germen al alcohol.

Esta propiedad permitié a Franz Ziehl y Fede
rico Neelsen, también en 1882 hallar una técnica -
especial de coloracién gque permite en pocos minu--
tos demostrar la presencia del germen en cualquier
producto. Se modificé asi notablemente la primiti-
va técnica de coloracién durante 24 horas mediante
soluciones de azul metileno alcalizadas.

El hallazgo del germen confirmé sin lugar a-
dudas los experimentos de Villamin y reforzé con -
bases indiscutibles la teoria contagionista que -
desde siglos antes estaba en la mente de muchos in
vestigadores. Koch mismo, pensé que la tuberculo--
sis, como otras en fermedades infecciosas (difte--
ria y carbunco), deberfa inmunizar al organismo y-
en 1890 anuncié, quizéd prematuramente que habia en
contrado en la tuberculina un remedio para la en--
fermedad.

Sin embargo, la aplicacién a los enfermos no
dié el resultado que el habfa anhelado. Las dosis-
excesivas provocaron efectos mortales y desacredi-
taron su empleo. La profilaxis, por lo tanto, no -
logré realizarse en la forma que el ideara.

En el siglo XIX la medicina habria de ser pa
ra el completo estudio de los pacientes y la con--
firmacidn in vivo de las enfermedades. Los rayos X
o rayos incbégnita como los |lamara su descubridor-
Guillermo Conrado Roentgen (1845 - 1922), fueron -
dados a conocer a la Sociedad Fisico Médica de - -



11
Wurzburg el 28 de diciembre de 1895,

Estos rayos incégnita o rayos X cambiaron to
talmente el curso de la medicina y la cirugia. - -
Pronto fueron empleados en la exploracidén de frac-
turas, luxaciones, etc. En 1898 Bouchard y Beclere
los aplicaron al diagnéstico de las enfermedades -
pulmonares, con lo que se llegé al conocimiento de
la tuberculosis que silenciosamente habia hecho es
tragos en el pulmén, sin que en los enfermos se en
contrara alguna expresidén clinica que sugiriera la
investigacidén bacteriolégica. Como consecuencia -
del nacimiento de la radiologia fueron ampliéandose
los pormenores de la tuberculosis que cada dia era
mejor conocida. En 1897 Fluegge demostré el conta-
gio de la enfermedad mediante las gotitas de sali-
va arrojadas por los enfermos al hablar, toser o -
estornudar.

En las necropsias se buscaban més datos que-
arrojaran luz sobre este asunto.

Asi fué como Julio Maria Parrot (1829 - 1883),
dié a conocer su experiencia obtenida en el Hospi-
tal de Nifios, donde tantos morifan de sarampién, -
bronconoeumonia, tosferina, etc.

El estudio minucioso de los cadaveres le per
mitié comprobar que habfa una pequefia lesién paren
guimatosa pulmonar y al mismo tiempo una adenopa--
tia traqueobronquial similar a la del pulmén a la-
que consideré secundaria. En 1876 dié a conocer -
sus hallazgos en la Academia de Medicina de Paris:
.. "he observado que cuando hay tuberculosis en -
los ganglios hiliares del pulmén hay siempre un fo
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co en el segmento pulmonar que en estos ganglios y
que este complejo es siempre |la tuberculosis més -
antigua del organismo.

Seis afos después Koch descubriria el germen
causal. Al mismo tiempo que por esos afos se ha- -
cian esfuerzos para combatir la enfermedad, los es
tudios progresaban con rapidez. Se |legé a conocer
mejor la primoinfeccién tuberculosa latente gra- -
cias a Kuss de Paris, continuador de los estudios-
de Parrot y Antonio Ghon (1886 - 1936) anatomopopa
télogo de Praga quienes dedicaron su inquietud a -
la investigacién de las adenopatias hiliares, el -
primero (1898), v a la demostracién de la lesién -
parenquimatosa unida a la adenopatia hiliar pulmo-
nar el segundo (1912).

El descubrimiento de personas con lesiones -
tuberculosas insospechadas y confirmadas luego me-
diante la bacteriologia permitié conocer la verda-
dera condicién de salud de los pueblos. Nadie ima-
ginaba la gran cantidad de enfermos tuberculosos -
que vivian tranquilamente en medio de personas sa-
nas quienes estaban en peligro de ser contagiadas.

El médico suizo Otto Naegeli (1843 - 1922), -
dié a conocer la frecuencia de la tuberculosis en-
un trabajo que asombrdé por sus cifras. Aunque las-
dudas persistieron algin tiempo la aplicacién de -
la tuberculina de Koch en escarificacién cuténea -
dié al pediatra austriaco Clement F. VYon Pirquet -
(1874 - 1929), la forma de comprobar la asevera- -
cién de Naegeli.

Todos los enfermos tuberculosis reaccionaban,
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aunque tardiamente con personas sanas. Esta reac--
cidén le permitid comprobar sin lugar a dudas que -
la infeccién tuberculosa estaba ya presente en - -
gran parte de la poblacién desde los nifnos hasta -
los ancianos en apariencia sanos. En 95% de las -
personas la reaccién tuberculina era positiva.

En 1907 Von Pirquet denominé alergia a esta-
reaccidén tardia que desde entonces se empleo como-
otros procedimientos de diagnéstico unidos al ra--
diolégico y al bacterioldgico. M&s tarde en 1908, -
Carlos Manteux aplicé la tuberculina por via intra
dérmica a diferentes diluciones y obtuvo resulta--
dos iguales o superiores. Se |legé de esta manera-
a establecer un diagnéstico méds y mas temprano de-
la tuberculosis, teniendo como base los estudios -
clinico, inmunoldégico, bacterioldégico y radiolégi-
co.

La enfermedad era conocida cada dia mejor. -
Actualmente se emplea el derivado proteinico puri-
ficado (PPD). Estas siguen siendo las bases para -
las campafas emprendidas en todos los paises del -
mundo en su lucha contra el flagelo.

La patogenia de la tuberculosis se iba com--
prendiendo poco a poco y Carlos Ernesto Kanke - -
(1870 - 1926) emitié por fin su idea (1916) en for
ma clara y precisa sobre las etapas evolutivas des
de la entrada del bacilo al pulmén y la linfangi--
tis consecutiva (complejo primario), la bacilemia-
ulterior y su terminacién pulmonar o en la tubercu
losis extrapulmonar. Los estudios anatomopatolégi-
cos y radiolégicos efectuados en este siglo por As
choff, Assmann, Simén Puhl y tantos otros investi-
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gadores han confirmado la aseveracién de Ranke. -
Las tres etapas son recorridas por la tuberculosis
de la misma manera que la infeccidn sifilitica.

La idea de la profilaxis contra la peste - -
blanca, que ya habia germinado en Koch continudé en
estudio y correspondié a Alberto Calmette (1863 -
1933) y Alfonso Guerin lograr, en 1921, la atenua-
cién de los germenes para crear una vacuna, efec--
tuando pases sucesivos del bacilo bovino en el me-
dio de bilis de buey con patata glicerinada al cin
co por ciento.

La vacuna B.C.G. (Bacilo de Calmette Guérin)
es empleada ahora como medio de proteccién en las-
personas expuestas al contagio de la tuberculosis.

Aunque desde tiempos remotos se ha intentado
la curacién de la tuberculosis pulmonar mediante -
el reposo, la climato terapia y la sobrealimenta--
cién, la cirugia con sus diversos procedimientos -
logré numerosas curaciones en la primera mitad de-
este siglo.

En la actualidad, con el descubrimiento de -
los antibiéticos y quimioterdpicos se ha obtenido-
la verdadera terapéutica etiolégica (1945).

Una enfermedad tan compleja como la tubercu-
losis es ahora bien comprendida. El esfuerzo de -
tantos investigadores da al fin frutos.
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CLASIFICACION DE MYCOBACTERIA

Mycobacteria:

Las Mycobacteria son microorganismos no mévi
les, no esporulados, no se tifien con facilidad pe-
ro cuando lo hacen, resisten al cambio de color -
con los acidos (bacilos acidorresistentes). Son ae
robios estrictos.

Las formas saprofiticas crecen con rapidez,-
sobre la mayoria de los medios de cultivo, a 37 y-
a 22 grados centigrados.

Muchas de las Mycobacteria son las responsa-
bles de infecciones pulmonares y cuténeas, al - -
igual que de enfermedades de otros &érganos.

Especies:

Mycobacterium leprae.- (Bacilo de Hanson),
no ha sido cultivado invitro ni se ha podido trans
mitir a los animales de experimentacién con certe-
za. En los tejidos humanos infectados ocurre como-
un bacilo recto o levemente de 2 a 8 Mm de longi--
tud agrupado en masas o haces que son intensamente
resistentes a la decoloracién con 4cidos y en oca-

siones muestran tincién de grénulos.

Mycobacterium leprae-murium.- (Bacilo de Ste

fansky), es la causa de la lepra en la rata, y pa-
rece probable que algunos enfermos con lepra huma-
na la hayan adquirido contagiados con el bacilo M.
leprae-murium. El organismo en los tejidos de los-
roedores se semeja a M. leprae, excepto que los ba
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cilos intracelulares tienden a estar arreglados en
forma aleatoria y no en haces y alrededor de los -
nicleos y ni desplazandolos como lo hace M. leprae.

A semejanza del bacilo de Hansen, el bacilo-
de la lepra de la rata no ha podido ser cultivado-
en forma satisfactoria sobre medios artificiales, -
pero se ha afirmado que puede ocurrir su desarro--
llo sobre la membrana coriolantoidea del huevo fe-
cundado de gallina y que ha habido multiplicacién-
de M. leprae-murium, durante la fase inicial del -
desarrollo en los tejidos de cultivo. Pueden esta-
blecer infecciones experimentales en ratas, rato--
nes y cricetos.

Mycobacterium tuberculosis.- (Bacilo de la -
tuberculosis en el humano), provoca la tuberculo--
sis en el hombre y en ocasiones es transmitido al-
ganado, monos y perros. La infeccién puede estable
cerse en los cobayos pero no en los congjos, crice
tos campiranos ni aves de corral. Los bacilos mi--
den de 1 - 4 Mm. de longitud y estédn dispuestos en
masas pequenas o se hallan aislados y tienden a -
ser més largos en los tejidos infectados en rela--
cién con la longitud que alcanzan en los cultivos-
de tejidos. En éstos pueden hallarse formas inten-
samente resistentes a los &cidos, pero también las
formas que son resistentes a substancias no éaci- -
das. Los cultivos por lo general son de color cre-
moso o amarillento.

Mycobacterium bovis.- (Bacilo de la tubercu-
losis bovina), es el organismo causante de la tu--

berculosis en el ganado, el cual es transmisible -
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al humano, monos, cerdos y animales domésticos. Es
mucho més patdégeno para los animales que M. tuber-
culosis, la infeccién experimental generalizada -
puede ser producida en los cobayos, conejos y cri-
cetos compiranos, pero no en las aves de corral; -
es levemente patégeno para las ratas y ratones. -
Crece con més lentitud que M. tuberculosis, forman
do bacilos mé&s cortos y gruesos. Los cultivos por-
lo general no se pigmentan.

Mycobacterium microti.- (Bacilo de la tuber-
culosis murina), es el responsable de la tuberculo
sis natural en el criceto campirano. La infeccién-
experimental puede establecerse en ratones, coba--
yos, conejos o aves de corral. Crece mds lentamen-
te que los organismos de la tuberculosis en el hu-
mano y de la tuberculosis en el ganado, tiende a -
ser mds largo midiendo hasta 10 m, es mas delgado
y tiene forma muy irregular. Los cultivos invaria-
blemente no se pigmentan.

Mycobacterium avium.- (Bacilo de la tubercu-
losis aviaria), provoca la tuberculosis generaliza
da en las aves de corral y en las palomas. Puede -
transmitirse experimentalmente a los ratones, pero

no a los cobayos y conejos. Difiere de los tipos -
de bacilos tuberculosos que atacan a los mamife- -
ros, en que no forma una pelfcula en caldo gliceri
nado. Los bacilos se asemejan.a los de los bacilos
tuberculosos del ganado, en que son mas cortos y -
gruesos que el bacilo tuberculoso del tipo humano.
Los cultivos pueden pigmentarse. Son parecidos a -
los bacilos Battey del grupo 11l de Runyon. Ocurre
en masas densas de bacilos cortos, intensamente re
sistentes a los acidos, tiene una longitud de 1 -2
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m, intra o extra celulares en su distribucién, -
localizados en la mucosa y submucosa intestinales,
para su cultivo primario, es necesario el enrique-
cimiento del medio; es costumbre el emplear un ex-
tracto de algin mycobacterium, por lo general M. -
phlei para este fin. Los cultivos primarios se de-
sarrollan con lentitud, pero los subcultivos si- -
guientes son mas profusos inclusive hasta en los -
medios no enriquecidos.

Bacillus de Calmette y Guérain (BCG).- Cons-
tituye una cepa atenuada de M. bovis, utilizada en
la preparacidén de |la vacuna BCG.

MYCOBACTERIA ATIPICAS.~ Contienen un grupo -
de organismos algunos de los cuales son reconoci--
dos como posibles agentes de |la enfermedad cutéanea
o pulmonar en el humano. Este grupo ha sido clasi-
ficado por Runyon (1959) en 4 grupos principales.-
Collins (1962) y Marks y Richards (1962), también-
han clasificado a estas micobacterias en 10 grupos
basédndose en los requerimientos de su temperatura,
desarrollo en medios especiales, pirgmentacién y -
sensibilidad o resistencia a la tiosemicarbazona;-
Marks y Richards sugirieron 7 grupos, basandose en
los criterios de Runyon, con la adicién de la tem-
peratura relacionada, con la tasa de desarrollo y-
la sensibilidad a diversos agentes quimioterapéuti
cos.

GRUPOS RUNYON

Grupo | Fotocromégenos.

Los fotocromégenos cominmente asociados con-
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la tuberculosis, semejan el desarrollo de M. tuber
culosis cuando se desarrollan a 37°C en la obscuri

dad, pero forman colonias més lisas. Al ser expues
tos a la luz, adquieren un pigmento brillante de -
color amarillo después de 6 a 24 horas. Son inten-

samente positivos en su reaccién con la catalasa y
producen lesiones orgédnicas en los ratones después
de inyecciones intravenosas o intra peritonales. -
(M. Kansasii).

Grupo || Escotocromégenos

Los escotocromégenos producen pigmento amari
llo o amarillo naranja en |la obscuridad, muestran-
un pigmento de color naranja intenso o rojizo si -
son expuestos ante |la luz continua; las colonias -
por lo general son lisas; minima o nula es su pato
genicidad para animales de experimentacidén; ocurre
cominmente como contaminante del agua, pero algu--
nas cepas son agentes productores de linfadenitis,
primordialmente en los ninos y pueden ser aislados
de los pulmones enfermos. (M. scrofulaceum).

Grupo |Ill Generalmente no Pigmentados

Este tipo crece con lentitud a la temperatu-
ra ambiente del l|aboratorio, las colonias son pri-
mordialmente lisas y no fotocromdticas; se encuen-
tran variantes rugosas y pigmentadas de color ama-
rillo. Las cepas provenientes de los pacientes con
la enfermedad Battey pueden producir lesiones pul-
monares en los ratones. Ocurren cepas en el agua y
en otros substratos no vivientes y en diversos ani
males.
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M. avium es uno de los miembros del grupo -

Grupo |V Reproductores Rapidos

Maduran a partir de pequefios inéculos a la -
temperatura del laboratorio en menos de una semana
(habitualmente no se pigmentan, el ejemplo tipico-
es M. fortuitum). Pueden ocurrir cepas escoto o fo
tocromégenas.

Algunas Mycobacteria atipicas.- M. kansasii.
Fotocromégeno patdégeno, asociado con enfermedad -
pulmonar. El nombre fué propuesto por Haudroy - -
(1955), pero otros nombres han sido usados para -
los organismos que exhiben caracteristicas semejan

tes, entre ellos; bacilo amarillo (Buller y Po- -
I lack, 1953), Mycobacterium luciflavum (Middle- -
brock 1956) y grupo | de Runyon.

Mycobacterium marinum.- Se han descrito tres
organismos que poseen caracteristicas semejantes:-
M. balnei, M. marinum, y M. platypoecilus; en la -
actualidad se hallan agrupados juntos bajo el nom-
bre de M. marinum y se incluyen bajo el grupo | de
M. balnei fué aislado a partir de las paredes de -
las albercas y ha sido encontrado en las lesiones-
cutdneas del codo y de la rodilla.

Su temperatura 6ptima para el aislamiento -
primario es de 30 a 35°C. M. platypoecilus, fué -
aislado de la platija mexicana, (Platypoecilus ma-
culatus).

Mycobacterium scrofulaceum.- Prissick y Ma--
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son (1956) dié este nombre al organismos aislado -
de las adenitis cervicales (escréfulas). Otros or-
ganismos semejantes son conocidos como M. marinum.
Son bacilos color naranja y escotocromégenos del -
grupo |l de la clasificacién Runyon.

Algunos de estos organismos producen enferme
dad pulmonar en el humano, mientras que otros |le-
van una existencia saprofita. Es sensible a 10 mi-
crogramos / 1 ml de tiosemicarbazona.

Grupo Avium - Battey.

Constituye el grupo més controvertible de -
las Mycobacteria atipicas M. avium y el bacilo Ba-
ttey muestran evidencia de relaciones y los baci--
los Battey a menudo se encuentran involucrados en-
las infecciones pulmonares en el hombre. Otros or-
ganismos relacionados son M. gastri y M, terrae.

M. xenopei.- Son patdgenos asociados con en-
fermedad pulmonar. Aunque esté&n ligados con el gru
po avium - Battey son mas sensibles a la HAIN y a-

la etionamida.

Originalmente fueron aislados de un sapo su-
damericano (Xenopus laevis por Schwabacher 1959).

M. fortuitum.- Patbégenos de répido crecimien
to, organismos que no se pigmentan, asociados con-
la enfermedad en el humano y en los animales, cre-
ce a 37°C pero no a 42°C.

M. smegmatis.- Organismo de desarrollo rapi-
do que se encuentra presente en el esmegma del pre
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pucio del hombre y de los perros, crece a 37°C y a
42°C pero no se desarrolla a 52°C.

M. phlei.- (Bacilo del pasto Timothy) sapré-
fito de desarrollo rédpido, crece a 37°C y 42°C y a
25°C .

M. ulcerans.- Organismos que no se pigmentan
y han sido aislados de las (Glceras de la piel, cre
cen con lentitud a 30 - 33°C.
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Pruebas lUsadas para la Diferenciacién de Mycobacte

ria

Es de importancia primordial que sea selec--
cionado un grupo de pruebas de escrutinio para di-
ferenciar M. tuberculosis de otras micobacterias.

El segundo criterio para clasificar las mico
bacterias es que todas las cepas deberian ser nom-
bradas hasta donde fuera posible con importancia -
especial para los organismos de significacién en -
Medicina. Se examinardn los cultivos cada semana y
cualquier cultivo que muestre desarrollo se separa
para ulteriores investigaciones. Después de 8 sema
nas de incubacién todos los cultivos que no mues--
tran desarrollo y que tienen negativo el frotis, -
son reportados como “cultivos negativos”. Aquellos
que dieron un frotis positivo del cultivo son incu
bados durante 4 semanas mds, o inclusive por mayor
tiempo.

Pruebas de Escrutinio para Mycobacteria

Con el aislamiento primario, se prepara una-
laminilla a partir del cultivo y se tifie para ase-
gurar que se ha aislado un bacilo acido - alcohol-
resistente. Las pruebas més Gtiles en un sistema -
de escrutinio son aquellas que pueden |levarse a -
cabo con un minimo de reactivos en un tiempo razo-
nable.

Las pruebas recomendadas son:

1. Formas de las colonias sobre el medio de lLo- -
wenstein - Jensen.
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2. Pigmentacidn.

3. Desarrollo a 25°C

4. Desarrollo sobre agar nutriente.
5. Prueba de la niacina.

Desarrollo sobre medio P.N.B. (Ac. para nitro-
benzoico).

7. Prueba de catalasa - peroxidasa.

8. Pruebas de sensibilidad (HAIN).

La forma de la colonia constituye una guia -
para identificar el tipo de organismo: M. tubercu-
losis por lo general produce una colonia rugosa, -
las cepas atipicas una colonia de tipo liso o rugo
so y las cepas bovinas muestran desarrollo disgéni

CO.

La pigmentacidn no es producida por M. tuber
culosis, aln cuando esté expuesta a la luz y el co
lor tipico es de ante. M. kansasii cuando se desa
rrolla en la obscuridad produce una colonia rugosa
no diferenciable de M. tuberculosis.

M. tuberculosis y M. bovis, no se desarro- -
I[lan a 25°C, a diferencia de la mayor parte de las
cepas atipicas; sin embargo, esto depende del tama
no del inéculo y de la longitud de la incubacién.

Los reproductores rdpidos se desarrollan |i-
bremente en agar como medio nutriente. Las otras -
micobacterias crecen con mucha lentitud, o no cre-
cen.,
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La prueba de la niacina resulta positiva en-
M. tuberculosis y negativa para todas las otras mi

cobacterias, siendo la Gnica excepcién alguna reac
cién positiva ocasional para M. bovis.

En el medio P.N.B. se desarrollan las cepas-
atipicas, pero M. tuberculosis y M. bovis no cre--
cen. Puede demostrarse actividad de la catalasa pe
roxidasa en M. tuberculosis cuando resulta sensi--
ble a la HAIN, pero cuando se desarrolla resisten-
cia a este farmaco, las cepas pierden ambas carac-
teristicas. Las cepas atipicas retienen su activi-
dad catalasa, adn cuando la:resistencia esté pre--
sente y casi siempre son negativas a la peroxidasa.

Diferenciacién de M. tuberculosis de M. bovis.

El e:xemen microscépico de una laminilla de -
algln cultivo tefiido no ayuda a la diferenciacién-
entre las cepas bovinas y las cepas humanas. En el
medio de cultivo Lowenstein - Jensen, las cepas bo
vinas por lo general producen un tipo disgbénico de
desarrollo y esto puede estimularse por el desarro
llo sobre medio que contenga &cido piravico. M. tu
berculosis produce un tipo eugdnico de desarrollo-
sobre ambos medios.

La niacina es producida por M, tuberculosis,
pero M. bovis es negativo en cuanto a la produc- -
cién de dicha substancia o da una reaccién positi-

va muy débil, por lo cual ésta es una prueba muy -
GET{a

El desarrollo sobre medios que contienen hi-
draciada del éCidotiofén-2«-carb6ﬂico(T?T):?hidrg
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cida del &cido furano - 2 - carbénico (F2H) indica
gue se trata de bacilo tuberculoso humano o alguna
cepa bovina resistente a la HAIN (hidracida del -
dcido isonicotinico), siempre y cuando las micobac
terias atipicas hayan sido excluidas. La falta de-
desarrollo sobre T2H o F2H indica una cepa bovina-
sensible a la HAIN.

La virulencia animal es uno de los métodos -
mas antiguos usados para la diferenciacién entre -
las cepas bovinas y las humanas; el cobayo es sus-
ceptible a ambos tipos de organismos siempre y - -
cuando éstos sean insensibles a la HAIN, aunque es
to puede variar con los bacilos aislados en dife--
rentes partes del mundo; Mitchison y col. (1960) -
han demostrado que los bacilos tuberculosos aisla-
dos en la India Sudoriental tienen menor virulen~-
cia para el cobayo que los aislados en Europa.

Pueden usarse conejos para diferenciar las -
cepas bovinas de las humanas; el animal deberd ser
inoculado por via intravenosa con un cultivo Iiqui
do diluido y se practicard la necropsia después de
6 semanas. La cepa bovina produce una infeccién ge
neralizada con lesiones del rifién, pero el tipo hu
mano produce escasa enfermedad y no lesiona al ri-
non.

Los nitratos generalmente son reducidos a ni
tritos por las cepas humanas pero no por las cepas

bovinas.

Mycobacteria Atipicas

La identificacién de M. tuberculosis es rela
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tivamente sencilla, pero la identificacién de las-
micobacterias atipicas presenta un problema extre-
madamente dificil.

Durante los Gltimos 10 a 15 afos ha habido -
numerosos sistemas descritos para la clasificacién
de estos organismos; en lInglaterra los métodos de-
Runyon (1955), Marks y Richards (1962) o Collins -

(1962), han sido usados con frecuencia.

No es posible trazar una linea divisoria en-
tre los patdégenos y los saprofitos, ya que por - -
ejemplo, los patégenos hallados en el grupo IV de-
Runyon casi no pueden distinguirse de M. phlei y -
M. smegmatis. Cualquiera que sea la clasificacién-
usada, deberd contener por lo tanto un traslapo de
organismos saprofitos y patégenos.

Un organismo sélo puede ser considerado paté
geno para el humano mediante su aislamiento de te-
Jidos enfermos durante numerosas ocasiones en au--
sencia de otros agentes causales.

M. Kansasii

Forma: Formacién en cordones laxos que pue--
den aparecer en los cultivos Acido resistentes con
intensidad.

Forma de las colonias: La mayor parte de las
cepas producen colonias |lisas, pero otras muestran
la tendencia a ser rugosas, en igual forma que las
colonias formadas por M. tuberculosis.

Pigmentacién: Produce un pigmento amarillo, -
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s6lo cuando es expuesto a la luz solar durante su-
crecimiento. Las variantes de colonias rugosas que
se desarrollan en la obscuridad no pueden distin--
guirse de M. tuberculosis.

Temperatura para el desarrollo: El desarro--

llo a 25°C es lento y puede tomar 3 - 4 semanas. A
37°C ocurre el desarrollo a partir de pequefios ind
culos en 1 - 2 semanas. No ocurre ningin desarro--
llo a 44°C.

Actividad en la catalasa: Por lo general es-
vigoroso, aln cuando la cepa sea resistente a la -
isoniacida.

Tiosemicarbazona: Habitualmente sensible a -
baja concentracién.

Patogenicidad: No produce ninguna enfermedad
en el cobayo, empleando el inbéculo esténdar.

M. marinum.

La importancia de este grupo de organismos -
con respecto a la identificacién es que puede con-
fundirse con M. kansasii.

A menudo sintetizan pigmento y éste es foto-
cromdégeno.

Puede distinguirse de M. kansasii mediante -
la resistencia a la tiosemicarbazona y con las - -
pruebas descritas por Juhlin (1967).

El nitrato reducido por M. kansasii solamen-
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te, prueba de la arilsulfatasa positiva con M. ma-
rinum y negativa con M. kansasii.

M. scrofulaceum.

Forma: Formacién de cordones, habitualmente-

no se hallan presentes en los cultivos en pendien-
te.

Forma de las colonias: Casi en forma invaria
ble son colonias lisas, que pueden ser eugbnicas o
disgénicas.

Pigmentacién: Color definido amarillo - na--
ranja, producido cuando crecen en l|la obscuridad.

Temperatura para el desarrollo: El crecimien
to es lento a 25°C, comparado con el desarrollo a-
37°C y no ocurre ningGn desarrollo a 44°C.

Actividad de la catalasa: Por lo general es-
moderada, aunque algunas cepas sélo son debilmente
positivas, la resistencia a la isoniacida no afec-
ta el resultado.

Tiosemicarbazona: Sensibilidad variable, al-
gunas cepas son |ligeramente mds resistentes que -
M. kansasii, otras muestran resistencia moderada a
elevada.

Patogenicidad: No produce enfermedad en los-
cobayos, usando el in6culo estéandar.
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Grupo aviario - Battey

Forma: Formacién de cordén presente por lo -
general, se observan algunas células &cidorresis--
tentes y algunas no resistentes a los &cidos.

Forma-de las colonias: Se observan colonias-
lisas en |la mayor parte de las cepas.

Pigmentacién: Por lo general no producen pig
mento, aunque algunas cepas muestran color amari--
llo pdlido no fotocromégeno.

Temperatura para el desarrollo: El crecimien
to por lo general ocurre a 25°C, 37°C y a 44°C, -
aunque a 25°C es extremadamente lento.

Actividad de la catalasa: Variable, a menudo
débil, de la misma intensidad que M. tuberculosis-
sin que sea afectado por la resistencia a la iso--
niacida.

Tiosemicarbazona: La mayor parte de las ce--
pas son resistentes a 10 mg/ml.

Patogenicidad: No producen enfermedad en los
cobayos, con el indculo esténdar.

Mycobacterium gastri:

M. gastri fué aislado originalmente del lava
do gastrico y descrito por Wayne (1961).

El desarrollo ocurre en aproximadamente una-
semana a 37°C sobre medio de huevo y puede obser--
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varse la formacién de cordones en los medios de -
cultivo. El cultivo no produce pigmento y las colo

nias son semejantes al grupo aviario - Battey.

Mycobacterium terrae.

Este organismo fué descrito como el "bacilo-
del rébano” por Tichmond y Cummings (1950) y como-
por lo general se encuentra en el suelo, Wayne le-
dié el nombre de terrae.

No producen cordones y tampoco producen en--
fermedad en el cobayo. El crecimiento aparece en -
una semana o mas sobre medio de huevo, las colo- -
nias no producen pigmento y se semejan a las colo-
nias del grupo aviario Battey.

Mycobacterim xenopei

Forma: El aspecto morfolégico de M. xenopei-
es de bacilo definitivamente caracteristico a menu
do del orden de 8 - 10 m. de longitud.

Forma de las colonias: Por lo general son |i
sas si se desarrollan en medio himedo.

Pigmentacién: Producen pigmento de color ama
rillo palido no fotocromégeno.

Actividad de la catalasa: Variable.

Temperatura para el desarrollo: Crecimiento-

a 37°C y a 44°C.

Tiosemicarbazona: Por lo general son resis--
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tentes a la HAIN. Menor resistencia que la mayor -
parte de las micobacterias atipicas. De manera ha-

bitual son sensibles a 0.4 mg/ml de HAIN.

Patogenicidad: No patdégenos para el cobayo, -
empleando el inéculo estéandar.

Mycobacterium ulcerans.

Aislado de ulceraciones cuténeas.

Crece a 30 - 35°C sobre cultivos primarios.
Quizé& puede estar relacionado con el grupo -
aviario - Battey de organismos que no se sinteti--

zan pigmento.
Por lo general resistente a la tiosemicarba-
ZOona.

Mycobacterium fortuitum.

M. fortuitum tiene una gama de temperaturas-
para su crecimiento de 20 - 379C, no se desarrolla
a 44°C y esto ayuda a que se le pueda distinguir -
de otros organismos de rapido desarrollo.

En los cultivos se puede observar la forma--
cién de cordones con la mayoria de las cepas.

Por lo general no sintetizan pigmento.

Las colonias pueden ser |lisas o rugosas.

Es positivo a la catalasa.

No produce ninguna enfermedad en los cobayos
usando el inéculo estéandar.

La mayor parte de las cepas no resistentes a
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tiosemicarbazona.

Puede usarse la prueba de la arisulfatasa co
mo método de 3 dias para distinguirlo de M. smegma
tis y M. phlei.

Mycobacterium smegmatis.

Es una bacteria de rapido desarrollo del ti-
po Grupo |V de Runyon.

Puede distinguirse de M. fortuitum por su de
sarrollo a 44°C y una prueba negativa de 3 dias an
te la arisulfatasa.

Por lo general se encuentra como sapréfito, -
con o sin pigmentacién y es resistente a la tiose-

micarbazona.

Mycobacterium pheli.

Es miembro del grupo de reproductores rapi--
dos de micobacterias, el desarrollo ocurre en una-
amplia gama de temperaturas (20-52°C) y el desarro
llo a 52°C es usado para distinguirlo de M. fortui
tum y M. smegmatis. Algunas cepas producen un pig-
mento amarillo pero no son fotocromégenas. Por lo-
general son resistentes a |la tiosemicarbazona.
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Composicién Quimica y Propiedades Biolégicas de

Mycobacterium Tuberculosis

La caracterfistica més sorprendente de |as Mycobacteria
es su alto contenido en [fpidos, con cantidades que oscilan-
entre el 20 y 40% de su peso seco.

En &l siguiente esquema se muestran varias fracciones-

Ifpidas, definidas por las condiciones utilizadas para su ex
traccién a partir de organismos desecados:

Bacilos desecados

Etanol - éter
Solucién tomada para Residuo
secar acetona
Cloroformo
Grasas solubles en Grasas insolubles en Solubles en Lfipides
acetona acetona cloraformo Fijades fir-

memente (in-
solubles en-
cloroformo

Ceras A Fosfatidos Ceras B

Ceras C Ceras D




En la siguiente tabla se da la distribucién de los Iliqui-
quidos subcelulares (de células normales desintegradas):

Soluble en Soluble en Fijados en Total

Fraccidn Etanol - - Cloroformo i)

Eter
Células intactas 8.0 7.6 1251 2.7
Pared celular 17.2 21.4 22.5 61.1
Pequefias particulas 14.4 3.4 5.9 23.7
Soluble 4.7 2.5 2.0 9.2

La sorprendente abundancia de |ipidos en la pared celular,
explica el cardcter hidréfobo de los organismos, que se muestran
por su tendencia a adherirse unos a otros durante el crecimiento
en medios acuosos, y a Tlotar en la superficie a pesar de anadir
al medio, substancias detergentes como Tween 80, que facilitan -
la dispersién. La riqueza en los |lipidos de la pared, probable--
mente puede explicar también algunas de las otras propiedades de
|as Mycobacteria, por ejemplo, la relativa impermeabilidad a los
colorantes, la resistencia a la accién letal de los acidos y los
dlcalis y la resistencia a la accidén bactericida de los anticuer
pos, Jjunto con el complemento. La enorme cantidad de |ipidos en-

—~

a4l
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la pared puede contribuir también a la lentitud de
crecimiento, tanto al dificultar el paso de las -
substancias nutritivas al interior de la célula, -
como al consumir gran parte de la capacidad biosin
tética de ésta.

Entre los |ipidos extraidos con disolventes-
organicos neutros se encuentran las ceras (ésteres
de &cidos grasos con alcoholes y los glucolipidos-
denominados también micésidos) compuestos |ipidos-
solubles en los cuales los |lipidos y los carbohi--
dratos se hallan closados por uniones convalentes.
Aparte, las Mycobacteria poseen ceras verdaderas.

Aunque se encuentran &cidos grasos diferen--
tes en los |ipidos de las Mycobacteria uno de és--
tos, el &cido micélico, parece hallarse sélo en es
tos organismos. Estos &cidos grasos, grandes, satu
rados con ramificaciones A y B hidroxiladas, se en
cuentran tanto en las ceras como en los glucolipi-
dos.

Estructuras de algunos |ipidos caracteristi-
cos de las Mycobacteria:

Acidos micélicos R -C - C - C00 - H
OH R
R tiene alrededor de 50 &tomos de C, 1 6 2 -
dtomos de 0 y es probablemente variable en los di-

ferentes &cidos micélicos.

Los |ipidos han sido bien estudiados por An-
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derson y colaboradores, ademds de la grasa neutra,
se pueden distinguir dos tipos:

1. Fosfolipidos, que contienen &cidos grasos satu
rados y no saturados incluyendo los bien cono-
cidos palmitico y esteérico, juntamente son pe
culiares en este microorganismo, el &4cido - -~
phtéico, isémero del &cido esteérico.

2. La cera D, contiene polisacdridos (manosa, ara
binosa y galactosa) una cera blanda que es un-
glicérido complejo y una cera insaponificable-

dcido - resistente, que contiene el &cido micé
lico (que es el Gnico constituyente 4cido re--
sistente del bacilo), un alcohol |lamado phtio

cerol y un &cido mycocerorésico.

En las grasas neutras se encuentra una pig--
mento amarillo denominado phthiocol que es una - -
substancia idéntica a la vitamina K, excepto la -
sustitucién de un hidroxilo en el tercer carbono.

Los fosféatidos de Anderson solubles en el al
cohol-éter e insoluble en acetona son sales de so-
dio, calcio y de magnesio del &cido inositoglicero
fosférico, ligados a poliésidos y varios &cidos -
grasos particularmente el phtioico y el tubérculo-
estedrico. Estos fosfatidos constituyen al antige-
no metilico de Boquet y Negre que provoca la apari
cién de anticuerpos fijadores de complemento.

En emulsién (coadyuvante de Freund) la cera-
D a semejanza del bacilo tuberculoso total estimu-
la la inmunogenicidad de diferentes antigenos ana-
dicdos. M&s aGn, una mezcla de cera D y proteinas -
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del bacilo tuberculoso, induce una hipersensibili-
dad de tipo retardado a la tuberculina mientras -
que la proteina sola es debilmente inmunogénica.

La fraccién fosfatida no purificada tiene la
propiedad de evocar una respuesta celular semejan-
te a la del bacilo tuberculoso.

Factor Cordén. La asociacidén de la virulen--
cia formando serpentinas condujo a la bésqueda, en
las bacterias, de un componente de superficie cau-
sante de ambas propiedades. Bloch, extrajo de las-
cepas virulentas con éter de petréleo, una substan
cia denominada factor cordén considerada como res-
ponsable de ambas caracteristicas: Las células des
pués de la extraccién, habian perdido su virulen--
cia y podrian dispersarse facilmente en medios - -
acuosos. El factor cordén ha sido identificado co-
mo un micésido, 6, 6, - dimicol; 1 trehalosa.

Diferentes pruebas ralacionan el factor cor-
dén con la virulencia:

1. Esta substancia es téxica: inhibe la migracién
de los leucocitos polimorfonucleares normales-
in vitro (como lo hace el bacilo tuberculoso -
virulento), y mata al ratén tras la administra
cibén subcuténea de 10 mg.

2. Es més abundante en cepas virulentas.
3. Su extraccidén vuelve a las células no virulen-

tas (aunque permanenzcan vivas).

A. EIl bacilo tuberculoso obtenido tras pases repe
tidos en animales o de cultivos jévenes, es -
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mas virulento y posee un mayor contenido en -
factor cordén, que las células de la misma ce-
pa de cultivos viejos.

El factor contribuye probablemente de un mo-
do sustancial, a la accién patégena.

Se ha demostrado también que otros |lipidos -
extraidos de l|las Mycobacteria también son téxicos-
para los macréfagos.

También parece abundar més en las cepas viru
lentas que en las avirulentas un Iipido que contie
ne un grupo &cido sulfénico (sulfolipido) que ha -
podido extraerse con hexano de organismos intac- -
tos. El compuesto aislado fija el rojo neutro y -
ello explicaria la unidn de ese colorante con el -
bacilo tuberculoso virulento.

Acidorresistencia.~ Después de hacer una ex-
traccién exhaustiva de los |ipidos con solventes -
orgédnicos, los residuos son aln acido - resisten--
tes y retienen en gran cantidad lipidos fijados -
firmemente a la pared. Estos |ipidos pueden elimi-
narse con Acidos en caliente, que ademds destruyen
la acidorresistencia, aunque esta propiedad puede-
perderse por destruccién sénica de las células nor
males, parece depender de la integridad de la pa--
red celular y de ciertos l|ipidos.

Estructura Antigénica.- Solo se han efectua-
do intentos limitados de analizar y clasificar los
bacilos tuberculosos en relacién con su estructura
antigénica. El antigeno protéico que causa hiper--
sensibilidad a la tuberculina se ha localizado en-
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una fraccién de la pared. Se han observado anti- -
cuerpos frente a la fraccién fosfétida; pero los -
anticuerpos frente a los |ipidos de las Mycobacte-
ria, en general han sido poco considerados. Los an
ticuerpos frente a las fracciones polisacéridas se
inducen en los animales inyectando bacilos tubercu
losos vivos o muertos por el calor, pero no por in
yeccibébn del polisacérido aislado. Como el bacilo -
intacto absorbe los anticuerpos antipolisacéaridos,
estos antigenos sin duda se hallan situados en la-
superficie de la célula.

Las reacciones de aglutinacién, las pruebas-
de fijacién de complemento con diferentes fraccio-
nes y las pruebas de la tuberculina pueden diferen
ciar diversas micobacterias patégenas y saprofi- -
tas, aunque hay importantes reacciones cruzadas.

Por lo que respecta a sus necesidades nutri-
tivas, el bacilo tuberculoso necesita imprescindi-
blemente oxigeno, carbono, nitrégeno, hidrégeno, -
fé6sforo, magnesio y potasio.

El cloro y el sodio son Gtiles, asi como el-
hierro a pequefias dosis y el azufre en cantidad mi
nima. En cuanto al oxigeno, ya hemos sefialado que-
es aerobio; la riqueza del cultivo obtenido es fun
cién de la cantidad de oxigeno consumido. Las nece
sidades en nitrégeno las satisface muy bien a base
de aminoécidos, sales amoniacales y amidas. La - -
fuente de carbono esté& representada por la gliceri
na, asi como por la glucosa y la levulosa. Por al-
timo el agua es un elemento nutritivo, y el bacilo
crece me_jor en atmésfera hameda; sin embargo bajo-
la superficie de una capa liquida el cultivo no se
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desarrolla, por lo que se precisa depositar la se-
milla en la superficie.

Resistencia a los Agentes Quimicos y Fisicos

Los bacilos tuberculosos son extremadamente-
resistentes a los &cidos y &lcalis, propiedad que-
se emplea para el aislamiento y diagnéstico de los
organismos. También son relativamente insensibles-
a los detergentes catiénicos. Sin embargo no son -
més resistentes que otras bacterias no esporuladas
al calor, a la irradiacién ultravioleta o al fenol.

Conservados en el laboratorio y en la obscu-
ridad, la vitalidad de los cultivos es muy grande,
pues al cabo de varios meses, las resiembras son -
positivas y el cultivo virulento, conservados en -
la estufa disminuye mds pronto. En los esputos hi-
medos, el bacilo se muestra muy resistente sopor--
tando una temperatura de 75°C durante media hora.-
En esputos desecados a la temperatura ambiente se-
conservan vivos durante varios meses y resisten -
mads de 7 horas a 70°C. En el polvo de la calle re-
sisten 10 dias. La luz solar actda como un verdade
ro desinfectante y de todas las zonas del espectro
es la ultravioleta la ms activa, pero en capa - -
gruesa, como estd el bacilo en los esputos, se con
serva vivo durante el tiempo dicho y a las condi--
ciones y temperatura del ambiente.
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Proceso de la Tuberculosis Humana

Tuberculosis Primaria

En el sujeto no inmune, los bacilos tubercu-
losos pueden entrar por diversas rutas: pulmén, -
conducto gastrointestinal y por inoculacién cuta--
nea o percutédnea directa (como un accidente en la-
mesa de autopsia).

Para fines préacticos, la via de mayor impor-
tancia es la via pulmonar. La mayoria de las lesio
nes primarias se localizan en los dos tercios infe
riores de los pulmones, donde la ventilacién es me
jor y por lo tanto es mayor la exposicién al aire-
inspirado contaminado. Como no producen toxinas y-
no hay reaccién tisular, los bacilos tuberculosos-
al principio no encuentran ningin obstéculo para -
su multiplicacién. Llegan a los ganglios regiona--
les (hiliares) e incluso a la sangre antes de que-
su proceso se vea inhibido por la adquisicién gra-
dual de inmunidad especifica durante un perfodo de
varias semanas. Para entonces, se desarrolla la ca
racteristica reaccién tisular con granuloma de cé-
lulas epitelioides y necrosis con caseificacién de
la lesidén primaria, los ganglios |infaticos regio-
nales y cualquier otro sitio a donde los bacilos -
se hallan diseminado. La cantidad de bacilos des--
ciende en forma dr&stica con la aparicién de necro
sis caseosa, lo cual sugiere que el proceso de ca-
seificacién es importante en la defensa del hués--
ped. Después, la evolucién habitual de la infec- -
cién primaria es hacia la curacién mediante una -
combinacién de resolucién, fibrosis y calcifica- -
cidn.
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Etapa Secundaria

En la evolucién de la infeccién primaria, -
los bacilos tuberculosos llegan a la circulacién -
general en cantidad variable, ésto se traduce Gni-
camente en fiebre y sintomas leves y se le diagnos
tica Gnicamente como tuberculosis solo cuando se -
tiene al paciente en observacién a causa de una ex
posicidén reciente a la tuberculosis. Esta etapa es
importante en la patogenia de la tuberculosis por-
que es cuando el bacilo llega a sitios distantes -
para formar focos metastasicos de infeccibén que -
son los sitios a partir de los cuales se produce -
la tuberculosis crénica post-primaria.

Aunque es de suponer que los bacilos |legan
a todos los érganos en la etapa secundaria, con -
frecuencia producen lesiones Gnicamente en sitios-
limitados que tienen una caracteristica en com(n, -
una elevada tensién de oxigeno de todo el organis-
mo y es el sitio donde con mayor frecuencia se en-
cuentran focos metast&sicos importantes: En ocasio
nes tales focos metastdsicos progresan y producen-
tuberculosis destructiva en poco tiempo, pero con-
mayor frecuencia la apariciédn de inmunidad especi-
fica, hace que la lesidén mejore cicatrice y se - -
vuelva latente. Estas cicatrices apicales localiza
das, se denominan focos de Simén.

Otros sitios en los que pueden formarse con-
cierta frecuencia lesiones metastésicas a distan--
cia son el rifién, el cerebro, la columna vertebral
y los huesos largos. Las lesiones de los ganglios-
linfaticos se deben probablemente a una siembra -
profusa |levada por drenaje local del sitio de in-
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feccidén primaria.

Infeccién Inactiva (latente)

Siempre que una lesién tuberculosa sana, la-
infeccién entra en una fase latente en la cual per
siste la infeccién sin producir enfermedad. lLa in-
feccibén latente puede permanecer toda la vida pero
puede transformarse en una enfermedad activa en -
cualquier momento.

Etapa Terciaria, Tuberculosis Postprimaria

La tuberculosis fibrocaseosa crénica, puede-
sobrevenir siempre que persista una lesidén laten--
te. El sitio m&s comin es la porcién apical del -
pulmén. En esta etapa es rara la invasidén por via-
sanguinea; la enfermedad se caracteriza por &reas-
circunscritas de inflamacién, necrosis con abundan
tes bacilos y proliferacién de tejido fibroso.

Sintomatologia

I. Infeccién Primaria.~ La tuberculosis primaria-
no complicada, frecuentemente no produce enfer
medad clinica de importancia. El perfodo de in
cubacién es de 4 a 6 semanas, desde el momento
de la inoculacién hasta la aparicién de ligera
fiebre y malestar y de hipersensibilidad a la-
tuberculina. Los sintomas de ordinario desapa-
recen sin tratamiento especifico porque se pro
duce suficiente inmunidad especifica. La dise-
minacién hematdégena general es mds comin en -
los nifios muy pequefios. La tuberculosis prima-
ria puede producir pleuresia con derrame pleu-
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linfadenitis cervical, tuberculosis mi--

liar y meningitis,

Il. Tuberculosis Postprimaria

A).

1) s
2

3).

De los Pulmones.- La tuberculosis pulmo-
nar crénica puede seguir directamente a-
una infeccién primaria o bien sobrevenir
después de un perfiodo breve, largo, o -
muy prolongado de latencia. Las principa
les caracteristicas de la tuberculosis -
postprimaria son:

Falta de exposicidén reciente a un caso -
de tuberculosis manifiesta.

Tendencia a la cronicidad con necrosis y
licuefaccién.

Produccién de tejido fibroso de repara--
cidén.

Sintomas: En la mayoria de los casos, el prin
cipio de la tuberculosis pulmonar crénica es-
insidioso y el paciente puede encontrarse to-
talmente asintomtico.

Los

a)
b)

c)

rimeros sintomas son generales son:
P

Elevacién de la temperatura entre 30 y -

39.5°C.

El paciente puede sentir fatiga y males--
tar.

Pérdida de peso, cefalalgia (especialmen-
te por las mafanas).
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La tos es frecuente pero no invariable y
con frecuencia se le considera "tos de -
fumador”.

Cuando se produce esputo por lo general-
carece de olor, es generalmente verde o-
amarillo y se produce principalmente por
las mananas al levantarse. La tos puede-
acompanarse de hemoptisis y habitualmen-
te el esputo tiene estrias de pequefas -
cantidades de sangre.

Complicaciones de la Tuberculosis Pulmonar

a)

b)

Cavitacién.- Cuando las lesiones nodula-
res de la tuberculosis se vuelven acti--
vas, se forman &reas de necrosis |liqui--
das cuando la necrosis afecta un pequefio
bronquio, el material liquido escapa al-
interior del &rbol bronquial y es espec-
torado dejando una cavidad en el parén--
quima pulmonar. En esta etapa el esputo-
generalmente contiene muchos bacilos tu-
berculosos.

Hemoptisis.- En la mayorfa de los casos-
de hemorragia pulmonar en tuberculosos, -
la sangre brota de una ulceracién de la-
mucosa bronquial y se manifiesta como es
trias de sangre roja brillante en el es-
puto.

Hay un tipo de hemorragia pulmonar que -
implica un pronéstico muy diferente cuan
do la sangre es abundante y oscura (san-



d)

e)

47

gre venosa) generalmente brota de una ra
ma de la arteria pulmonar en la pared de
una caverna y se produce la aneurisma de
Rasmussen. La mayoria de los pacientes -
en que ocurre ésto, mueren por anemia -
aguda antes de poderse intentar un trata
miento.

Pleuresia con Derrame.- La pleura que re
cubre una lesién tuberculosa puede resul
tar afectada ocasionando dolor a la ins-
piracién “dolor de costado”. Las adheren
cias fibrosas entre las hojas visceral y
parietal son generalmente los Gnicos re-
siduos de esta pleuresia seca. La ulcera
cién de un pequefio foco caseoso subpleu-
ral a través de la pleura visceral produ
ce pleuresia con derrame en un huésped -
hipersensible.

Neumonia Tuberculosa.- El comienzo de la
tuberculosis es en ocasiones bastante -
agudo, simulando una neumonfia bacteriana
Esta forma de tuberculosis se ve con ma-
yor frecuencia entre los negros, las per
sonas con diabetes, los nifios con una in
feccidén primaria intensa, y en ancianos-
en quienes los pulmones se encuentran -
inundados con bacilos expulsados de un -
drea de necrosis |iquida.

Puede haber escalofrios, fiebre, tos pro
ductiva y dolor torécico de tipo pleuri-
tico. El frotis por lo general revela mu
chos bacilos tuberculosos.
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Fistula Broncopleural y Empiema.- Cuan-
do una gran lesién caseosa se abre paso-
por erosién hacia el espacio pleural, la
gran contaminacién frecuentemente produ-
ce empiema tuberculoso. EIl mecanismo es
el mismo que en la produccién de derrame
pleural exudativo, pero la extensién de-
la contaminacién es mucho mayor. La le--
sién caseosa puede también perforar un -
bronquio, dando lugar a una fistula bron
copleural ademés del empiema.

Tuberculosis Renal.- Después de los |ébu
los pulmonares superiores, los rifiones -
son el sitio mads comGn de aparicibén tar-
dia de infeccién tuberculosa circunscri-
ta. El mecanismo de infeccidén es por di-
seminacién hematégena en el momento de -
la infeccibén primaria. La tensibén del =
oxfgeno en la porcién cortical del rifén
se aproxima a la de la sangre arterial, -
lo cual estima el desarrollo y la super-
vivencia de bacilos tuberculosos durante
largos periodos. Algunos focos de tuber-
culosis pueden permanecer latentes duran
te muchos afos y producir una enfermedad
clinica posteriormente.

Los cambios tisulares son esencialmente-
los mismos encontrados en el pulmén: Se-
forma una &rea de inflamacién seguida de
caseificacién, licuefacciédn y salida del
material contaminado al sistema colector
y de ahf al ureter hasta la vejiga; en -
el hombre puede localizarse hasta el apa
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rato genital.

Los sintomas de infeccién renal son gene
ralmente insidiosos y con frecuencia pa-
san inadvertidos hasta la aparicién de -
cistitis o epididimitis. La hematuria y-
la piuria microscépica en la orina esté-
ril en un cultivo coman, deben siempre -
hacer pensar en tuberculosis, debiéndose
efectuar una prueba cuténea con tubercu-
lina. Si esta resulta positiva hay que -
examinar la orina en busca de bacilos tu
berculosos. En varias ocasiones puede -
producir hematuria macroscépica indolora
a partir de una cavidad en el rifién an--
tes de que se haga el diagnéstico adecua
do. El tratamiento consiste en régimen -
de varios medicamentos incluyendo estrep
tomicina e isoniacida.

Meningitis Tuberculosa.- La tuberculosis
puede afectar las meninges ya sea como -
parte de la tuberculosis miliar o por -
reactivaciédn o extensién de la infeccién
a partir de un antiguo foco dentro del -
cerebro.

En las &reas donde es grande la frecuen-
cia de tuberculosis, la mayor frecuencia
de meningitis tuberculosa corresponde al
primer afio de la infeccién. En las &reas
donde dicha frecuencia es baja, la menin
gitis se observa més comiGnmente entre -
los adultos por reactivacidén de viejas -
lesiones latentes. En cuanto a su aspec-
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to anatomopatolégico las meninges tienen
pequenos tubérculos y un exudado fibrino
so en la base del cerebro.

Los sintomas consisten en cefalalgia, in
quietud e irritabilidad acompainada gene-
ralmente por fiebre, malestar, sudora- -
cidén nocturna y pérdida de peso. La néu-
sea y el vémito pueden ser signos de im-
portancia. En la puncién raquidea se en-
cuentra aumento de presién, el liquido -
es claro y tiene aumento de proteina y -
reduccidn de glucosa, de 100 a 1000 leu-
cocitos del 80 al 95% de ellos son linfo
citos. Si se deja reposar el liquido en-
un tubo de ensayo durante toda la noche-
puede formarse una fina pelicula de pro-
teina. El frotis de esta pelicula puede-
mostrar bacilos &cidorresistentes, pero-
con frecuencia hay que cultivar el Iiqui
do para aislar los microorganismos. El -
diagnéstico diferencial comprende: Carci
nomatosis de las meninges, meningitis -
por hongos y meningitis mal tratadas.

Es urgente obtener el diagnéstico correc
to porque el tratamiento especifico es -
muy efectivo sélo si se administra tem--
pranamente en el curso de la enfermedad.

Tuberculosis Osea.- Cuando la infeccién-
primaria ocurre en la nifez, la activi--
dad metabélica y la elevada tensién de -
oxigeno en la |Iinea epifisiaria aumenta-
la posibilidad de implantacién de baci--
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los en el tejido é6seo por via hematégena.
La mayor frecuencia de artritis y ostio-
melitis tuberculosa corresponde a los 3-
primeros afios de una infeccién primaria-
en la infancia pero pueden producirse re
crudescencias tardias. Las articulacio--
nes mas cominmente afectadas son: la ca-
dera, la rodilla, el codo y la mufieca. -
Un traumatismo puede precipitar la acti-
vacién tardia de la infeccién latente.

La implantacién de bacilos en las vérte-
bras puede efectuarse por via hematégena
(Si la infeccién se presenta antes del -
cierre de la epifisis) o por disemina---
cién de la infeccibén a partir de un gan-
glio linfatico contiguo que drena una -
pleuresifa o un empiema tuberculoso como-
en el caso de la tuberculosis de los hue
sos, la lesién puede no observarse radio
gréficamente hasta ya avanzado el curso-
de la enfermedad.

El disco invertebral se destruye antes y
el estrechamiento de un espacio en la ra
diografia lateral de la columna puede -
ser la Gnica anomalfia apreciable.

Tuberculosis Gastrointestinal.- El con--
ducto gastrointestinal es relativamente-
resistente a la tuberculosis, pero en el
padecimiento pulmonar cavitario avanza--
do, que se acompaiia de excresidén de nume
rosos bacilos en el esputo, el conducto-
gastrointestinal generalmente se infecta
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a nivel de la regidén ileocecal. Los sin-
tomas consisten principalmente en dolor-
abdominal 1ntermitente, célico abdominal
y diarrea. En ocasiones la infeccién se-
propaga por la pared del intestino y pro
voca peritonitis tuberculosa.

Tuberculosis Miliar.- Cuando un foco ca-
seoso liquido vacia su contenido en una-
vena, se produce una diseminacién gene--
ral de bacilos tuberculosos por todo el-
cuerpo. Los mecanismos de defensa resul-
tan insuficientes y se forman tubérculos
en todos los 6érganos del cuerpo. Sin un-
tratamiento especifico la muerte es casi
inneviable.

La tuberculosis miliar es la forma més -
temible de la enfermedad. Puede ocurrir-
poco después de la infeccidén primaria -
con el microorganismo, o por reactiva- -
cidén de un antiguo foco de la enfermedad.
La resistencia del organismo a la infec-
cién es vencida permitiendo la invasién-
de todos los érganos del cuerpo. Las le-
siones se localizan comGnmente en el hi-
gado, bazo, médula 6sea y meninges. Una-
de las mejores pruebas diagnésticas para
la tuberculosis miliar es la biopsia de-
higado, de ganglios linfaticos o de médu
la 6sea para buscar los pequefios granulo
mas caseosos.

Generalmente los sintomas no son especi-
ficos y consisten en pérdida de peso, de
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bilidad, sintomas gastrointestinales, -
fiebre y sudoracién. La tos no es una ca
racteristica importante pero si puede -
ser la disnea. Por lo general no se |le-
ga al diagnéstico sino varias semanas -
después de la diseminacién, cuando en la
radiografia se puede apreciar la apari--
cién del tipico aspecto miliar, la cifra
leucocitaria puede ser normal, baja o -
elevada o tener un patrén ”“leucemoide” .-
Posiblemente la caracteristica mas promi
nente en la sangre sea el que disminuye-
la proporcién entre monocitos y linfoci-
‘tos. Es muy importante establecer un - -
diagnéstico especifico porque el mismo -
cuadro puede presentarse en: Histoplasmo
sis, coccidioidomicosis, blastomicosis, -
criptococosis y otras infecciones créni-
cas.
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Local izaciones mis frecuentes de la infeccién tuberculosa.
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Infeccién primaria calificada y curada en el -
pulmén derecho y en el hilio (complejo de - -
Ghon).

"Casquete apical” y cicatrices modulares (foco
de Simén) en el Iébulo derecho superior debi--
dos a diseminacién hematégena durante la infec
cién primaria.

Recrudescencia y coalescencia del foco de Si--
mén con producciédn de inflamacién crénica y ne
crosis caseosa (cavitacién).

Foco latente tuberculoso en los ganglios linf&
ticos cervicales, diseminacién a través del -
drenaje linféatico durante la infeccién prima--
ria.

Tuberculosis activa en los ganglios |linfaticos
cervicales, con produccién de inflamacién y ne
Crosis caseosa.

Foco latente de tuberculosis en el rifnén; dise
minacién durante la infeccidén primaria.

Recrudescencia de un foco renal latente con -
produccién de inflamacidén y necrosis caseosa.-
El conducto genital mascul ino puede infectarse
con bacilos provenientes de la cavidad renal.

Foco latente de tuberculosis en una vértebra.
Recrudescencia de un foco vertebral, con pro--

duccién de inflamacién y necrosis caseosa con-
destruccién del disco intervertebral.
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Mecanismo de alergia en las infecciones tuberculo-
sas.

El punto de partida del estudio de la aler--
gia en la tuberculosis es el |lamado "Fenémeno de-
Koch” y consiste en lo siguiente:

Se sabe que la inoculacién de bacilos tuber-
culosos, bajo la piel del cobayo queda durante lar
go tiempo sin efectos perceptibles. Tienen que pa-
sar unas 0 semanas para que se observe la apari- -
cién de un nédulo local acompafiado de hipertrofia-
de los ganglios que lo rodean, este nédulo se ulce
ra formandose una lesién que persiste hasta la - -
muerte del animal. Pero si en lugar de inyectar a-
un cobayo normal inyectamos un cobayo que ya haya-
estado anteriormente en contacto con el bacilo tu-
berculoso, entonces los efectos de la inoculacién-
son completamente distintos. Desde el dia siguien-
te se tiene la formacién de un absceso local que -
vacia répidamente su contenido, cura y cicatriza -
en unos dias sin que los ganglios sufran modifica-
cién aparente alguna.

Por lo tanto se observa en el cobayo tubercu
losos una reaccién viva y precoz, cuya rapida cura
cién contrasta con la evolucibén lenta y progresiva
de la lesién producida en el animal que se infecta
por primera vez.

La inmunidad adquirida de esta experiencia -
revela indiscutiblemente que es claramente insufi-
ciente para detener el desarrollo y evolucién de -
los microorganismos introducidos con la primera -
inoculacién y ya profundamente implantados en el -
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organismo; indudablemente hace mds lenta la evolu-
cién de la enfermedad pero no logra hacerla regre-
sar al menos en el cobayo.

Por otra parte, la intensa reaccién local -
que se produce por la segunda inyecciédn en el ani-
mal tuberculoso, entra dentro del cuadro de la « -
alergia y este cuadro se produce no tan solo con -
la inoculacién de bacilos sino también con la in-=
yeccién de productos solubles de los mismos; la tu
berculina no se comporta como las toxinas ya que -
es préacticamente inofensiva inoculada a un animal-
sano y s6lamente ejerce sus efectos en el organis-
mo ya tuberculoso dependiendo todo ello de la do--
sis inoculada y de la via de introduccién utiliza-
da. Tal accién produce reacciones focales y genera
les, todo esto consiste en que la infeccién por el
bacilo de Koch crea una sensibilidad frente a los-
productos de este bacilo, sensibilidad que es espe
cifica y que entra dentro de la alergia.

El fenémenc de Koch tiene, por consiguiente,
doble carécter de hipersensibilidad y de inmuni- -
dad. Inyectada bajo la piel de un cobayo tuberculo
so, la dosis de 0.25 ml de tuberculina lo mata en-
24 6 48 horas, el animal muere con hipotermia y -
presenta en la necropsia una congestién violenta, -
a veces hemorrdgica en los focos tuberculosos - -
(reaccién focal).

A dosis débiles no suele producir mds sinto-
mas aparentes que una elevacién de la temperatura.

Las reacciones cutdneas locales, consecuti--
vas al depésito de una gota de tuberculina sobre -
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la piel escarificada (reaccién de Von Pirquet) o a
la inyeccién intradérmica de tuberculina muy dilui
da (intradermoreaccién de Mantoux) se caracterizan
por la formacién de una pépula eritematosa, a ve--
ces acompanada de soluciones hemorrdgicas y necro-
sis central. Estas reacciones locales no alcanzan-
su médxima intensidad més que después de 36 horas -
aproximadamente.

La aparicién de la alergia en el curso de -
las enfermedades infecciosas plantea el siguiente-
problema: ;Cuales son las manifestaciones del cua-
dro clinico debidas a 1a alergia?

Clinicamente pueden considerarse de naturale
za alérgica ciertas fiebres y ciertas erupciones, -
asi como anatémicamente ciertos procesos inflamato
rios (inflamacién perifocal de los focos tuberculo
sos jbévenes) 'y la necrosis mereciendo ésta Gltima-
una mayor importancia por ser un fenbébmeno sumamen-
te importante en los estados intensos de hipersen-

sibilidad.

En la tuberculosis, la necrosis se realiza -
después de la caseificacién de los focos, proceso-
al que se puede considerar como un verdadero atri-
buto de la infeccién tuberculosa y en el que se -
dan las circunstancias siguientes:

a) No se produce répidamente sino después de un -
cierto tiempo, que es justamente el que se tar
da en aparecer la sensibilidad.

b) Es mucho més precoz en la reinfeccién que en -
la primo infeccidn.
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c) Todo lo que aumenta la hipersensibilidad aumen
ta también la extensién de la necrosis.
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Mecanismo de Accién de las Drogas ltilizadas en el
Tratamiento Contra la Tuberculosis.

Estreptomicina

La estreptomicina es un aminoglucésido deri-
vado de Streptomyces gricesus, se encuentra dispo-
sible como clorhidrato de la base y es bastante es
table, es bactericida tanto para bacterias grampo-
sitivas como gramnegativas, asi como contra mico--
bacterias.

La estreptomicina se absorbe répidamente dis
tribuyéndose en los tejidos y liquidos del cuerpo,
se excreta a través de los rifones. Difunde mal a-
los espacios sinoviales y al Iiquido cefalorraqui-
deo; dnicamente 1/20 de la concentracién extracelu
lar alcanza el interior de las células cuando se -
administra por via oral, se absorbe mal en el in--
testino excretdndose |la mayor parte de las veces.

Como otros aminoglucésidos, l|la estreptomici-
na inhibe la sintesis de las proteinas, Se adhiere
a la proteina de la unidad 305 del ribosoma bacte-
riano y causa una lectura errénea del mensaje del-
RNAm y por lo tanto de la sintesis de proteinas -
funcionales. En las células resistentes a la es- -
treptomicina, esta proteina estd alterada o més -
alta.

La efectividad terapéutica estd limitada por
su toxicidad y por la rdpida aparicién de mutantes
resistentes. En la tuberculosis se inyecta 1 g in-
tramuscular, dos veces por semana (o diariamente)-
se puede administrar con otras drogas como HAIN, -
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PAS, que son utilizadas con estreptomicina para -
inhibir la aparicién de mutantes resistentes.

Resistencia

Todas las cepas microbianas producen mutan--
tes resistentes a la estreptomicina con una fre- -
cuencia relativamente alta. Una caracteristica ya-
mencionada es la de que tanto las mutantes de ba--
ja, como de alta resistencia, aparecen al mismo -
tiempo. En la tuberculosis las combinaciones con -
la isoniacida u otros medicamentos, son los més co
médnmente usadas; en esta forma el periodo Gtil de-
tratamiento con estreptomicina se prolonga en for:z
ma significativa.

A. Alergia: Como resultado de la hipersensibili--
dad a la estreptomicina pueden presentarse fie
bres, erupciones cuténeas y otras manifestacio
nes alérgicas. Esto ocurre més frecuentemente-
cuando el contacto con la droga es prolongado-
en pacientes que reciben un tratamiento largo-
como en tuberculosis.,

B. Toxicidad: La estreptomicina es marcadamente -
téxica causando vértigo y ataxia, los cuales -

a menudo son irreversibles.

Acido Amino Salicilico

(Acido Para Amino Salicilico PAS)

El 4&cido amino salicilico y sus sales tienen
propiedades antibacterianas débiles, se utiliza el
PAS en el tratamiento de la tuberculosis junto con
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otros agentes més potentes (estreptomicina o iso--
miacida), para retardar la aparicién de variantes-
resistentes. Su mecanismo de accidén, estéd basado -
en la competencia con el PABA, (semejante a la ac-
cién de las sulfonamidas).

El 4&cido aminosalicilico se administra oral-
mente en una dosis promedio de 8 - 14 g. diarios.-
Se absorbe fécilmente, pero tiende a producir ano-
rexia y trastornos gastrointestinales. El PAS ha -
sido reemplazado por otros medicamentos antituber-
culosos, por ejemplo, el etambutol.

| soniacida

(Hidrécida del Acido Isonicotinico HAIN).

La isoniacida tiene poco efecto sobre la ma-
yoria de las bacterias, pero es extraordinariamen-
te activa contra las micobacterias, especialmente-
contra M. tuberculosis. La mayoria de los bacilos-
tuberculosos son inhibidos por 0.1 a 1 mg./1 ml de
isoniacida in vitro, pero las poblaciones grandes-
de bacilo tuberculoso generalmente tienen algunos-
organismos isoniacidas resistentes; por esta razén
la droga se emplea mejor en combinacién con otros-
agentes antimicobacterianos (especialmente la es--
treptomicina o el etambutol), para reducir la apa-
ricién de bacilos tuberculosos resistentes.

La isoniacida y la piridoxina son andlogos
estructurales. Los pacientes que reciben isoniaci-
da, excretan piridoxina en cantidades excesivas; -
esto se reduce a una neuritis periférica.
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La isoniacida es absorbida répida y completa
mente del aparato digestivo y se excreta r&pidamen

te por la orina, se difunde |ibremente en los |i--
quidos tisulares, incluyendo el L.C.R.
Etambutol

El etambutol es un D-isémero sintético hidro
soluble.

El etambutol se absorbe bien por el aparato-
digestivo. Después de la ingestién de 25 mg./kg se
alcanza una cifra sangufinea médxima de 2 a 5 mg/ml-
de 2 a 4 horas. Cerca del 20% de los medicamentos-
se excretan en las heces y 50% en la orina en su -
forma original (no hay metabolitos). La excresidn-
se retrasa en la insuficientia renal. Cerca del -
15% del medicamento absorbido se metaboliza por -
oxidacién. En la meningitis tuberculosa el etambu-
tol aparece en el L.C.R. La resistencia al etambu-
tol aparece muy rdpidamente entre las micobacte- -
rias cuando el medicamento es usado sélo, por lo -
tanto se administra el etambutol en combinacién -
con otros medicamentos antituberculosos principal-
mente con la HAIN. La hipersensibilidad al etambu-
tol ocurre raramente.

Los efectos colaterales mds comunes son los-
trastornos visuales, neuritis 6ptica y quizas daho
a la retina, lo cual ocurre en algunos pacientes -
con dosis méximas durante varios meses. La mayoria
de estos cambios mencionados, aparentemente desapa
recen al descontinuar el etambutol. No obstante es
imperativa la determinacién de la agudeza visual -
durante el tratamiento.
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Rifampicina

La rifampicina, es un derivado semisintético
de la rifamicina, un antibiético producido por - -
Streptomyces mediterranie. Es activo in vitro con-
tra cocos Gram-positivos y algunos Gram- negatlvos,
y algunas bacterias entéricas, micobacterias, - -
chlamydae y virus pox. Mientras que muchos meningo
cocos y micobacterias son inhibidos por menos de -
1 mg/ml, mutantes altamente resistentes ocurren en
todas las poblaciones microbianas, con una frecuen
cia de 1 en 107 o m&s. La administracién prolonga-
da de la rifampicina como medicamento (nico permi-
te la aparicién de organismos raramente resisten--
tes. No existe resistencia cruzada con otros medi-
camentos antimicrobianos.

La rifampicina se liga fuertemente a la poli
merasa RNA, DNA, en las bacterias. Bloquea una eta
pa posterior en la integracién de los virus pox, -
quizd interfiriendo con la formacién de la envoltu
ra.

La rifampicina se absorbe bien después de su
administracién oral, se distribuye ampliamente en-
los tejidos, se excreta principalmente a través -
del higado y en menor grado en orina.

En la tuberculosis se administra una dosis -
de 450 a 900 mg. (por lo general 600 mg) diariamen
te junto con el etambutol u otro medicamento anti-
tuberculoso con el fin de retrasar la aparicidén de
micobacterias resistentes a la rifampicina.

La rifampicina produce un color anaranjado a
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la orina y al sudor, lo cual es inocuo, los efec--
tos colaterales ocasionales incluyen erupciones, -
trombocitopenia y elevacién temporal de la fosfata
sa alcalina y de la bilirrubina sérica.

Cicloserina

Antibiético de amplio espectro y cuyo poder-
tuberculoestédtico radica en 1a inhibicién de la : <
sintesis de D-alanina en el mucopéptido de la pa--
red bacteriana por un mecanismo bacteriano.

Entre la amplia lista de drogas antitubercu-
losas merccen citarse, viomicina, novomicina, kana
micina, tiosemicarbazonas, etc., muchas de las cua
les se usan indistintamente en clinicas como anti-
bacterianos y antituberculosos.

Pruebas de Sensibilidad

Uno de los problemas m&s importantes halla--
dos en el tratamiento de la tuberculosis es el de-
resistencia a los medicamentos. Esta resistencia -
se desarrolla como resultado de la multiplicacién-
de mutantes resistentes. Cuando se administra un -
medicamento, la poblacién de bacilos sensibles dis
minuye, permitiendo que aumenten las mutantes re--
sistentes. Si dos o mé&s medicamentos se adminis- -
tran en forma simulténea, el namero de mutantes re
sistentes para ambos farmacos seré obviamente me--
nor que si un solo medicamento hubiera sido admi--
nistrado.

Por lo tanto, es vital la evaluacién de la -
resistencia medicamentosa denominada "prueba de --
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sensibilidad” que sirve para:

1. Seleccionar los medicamentos apropiados para -
la quimioterapia.

2. Cambiar los medicamentos por la aparicién de -
cepas resistentes.

Por lo anterior, es deseable que se ejecute-
alguna técnica confiable de sensibilidad y que |a-
interpretacién de los resultados sea de tal natura
leza que los hallazgos de un laboratorio puedan -
ser confirmados en otro.

Existen dos métodos principales de pruebas -
de sensibilidad, el método del “cociente de resis-

tencia” y el "método de proporciones”.

Método de Proporciones

Este método est& basado en el principio de -
que aunque toda cepa de bacilo contiene algunas mu
tantes. resistentes, una cepa resistente contendré-
una mayor proporcién. Por lo tanto, las cuentas -
viables se practican usando la cepa de los pacien-
tes en medios que contienen el medicamento y en -
los que carecen de él.

Después se determina la proporcién de orga--
nismos resistentes.

El método requiere la estandarizacibén extre-
madamente meticulosa del medicamento respecto a su
concentracidén en el medio de cultivo, preparacio--
nes cuidadosas del iné6culo y la cuantificacién - -
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exacta de las colonias. Aunque este método es efi-
ciente como ya se mencion$, resulta dudosa su apli
cacién préactica en la sistematizacién de los anédli
sis de l|laboratorio.

Método del Cociente de Resistencia

Este método estd basado en la comparacién ba
Jo condiciones estdndar de la cepa de prueba con -
la cepa esténdar sensible de M. tuberculosis H37 -
RV. Concentraciones dobles del medicamento se po--
nen en un medio sélido (habitualmente medio de Lo-
wenstein-Jensen). La sensibilidad o la resistencia
se determina mediante el cociente de |la concentra-
cién inhibitoria minima (C.1.M.) del organismo su-
Jeto a prueba, en relacién con la C.1.M, de la ce-
pa esténdar sensible H37 RV. Se tiene la concentra
cién inhibitoria minima como la cantidad mas peque
fa de medicamento que inhibe el desarrollo de un -
organismo.

Método

1. Usando una asa corta de alambre nicromo nGmero
22, de diémetro externo de 3 mm. témese un ba-
rrido del cultivo primario y colbquese dentro-
de una botella que contenga cuentas de vidrio-
y 0.2 ml. de agua destilada estéril.

El barrido tomado con el asa del desarrollo -
del cultivo primario deberd tener 4 mg. de pe-
so himedo de bacilos. La estandarizacién del -
tamafo del in6culo es muy importante y depende
de la evaluacién de la cantidad de desarrollo-
sobre el asa que representan los 4 mg. Es acon



68

sejable hacer |la suspensién y después pesar -
cierto nGmero de barridos inicialmente; 4 mg.-
podrén pronto ser evaluados con precisién razo
nable.

2. Usando un agitador mecénico, agitese la bote--
I la durante un minuto.

3. Afiddase 0.8 ml. de agua destilada estéril:

4. Usando un asa nicromo corta nGmero 27, de 3 -
mm. de dié&metro externo, inoctGlese la superfi-
cie de la prueba de sensibilidad con una carga
completa de la suspensién.

Se toman dos cultivos inclinados, un control
l[ibre de medicamentos y el otro con agar para pro-

bar cada cepa.

I ncubacién de Pruebas

Los cultivos inclinados se incuban a 37°C -
por 2 semanas.

Tomando en cuenta que existiese un desarro--
| lo exhuberante sobre el cultivo inclinado |ibre -
de medicamentos podr& hacerse una lectura.

Si el crecimiento es malo, los cultivos in--
cl inados deber&n volverse a incubar. Es convenien-
te no incubar los cultivos inclinados por tiempo -
prolongado, ya que tiene lugar el deterioro del me
dicamento en el medio de cultivo a 37°C.

Clark (1967) ha demostrado que la incubacién
a 37°C disminuye la eficacia de la etionamida a ce
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ro en menos de 4 semanas.

Lectura de |nterpretacién

La CIM es tomada como la minima concentra- -
cién de medicamento que muestra menos de 20 colo--
nias. El cociente de resistencia se obtiene divi--
diendo la CIM del organismo a prueba entre H37 RYV.
Para todos los medicamentos un cociente de resis--
tencia de 8:1 se considera significativo de cepa -
resistente.

Un conciente de 2:1 demuestra que la cepa es
sensible.

I ncorporacién de los medicamentos

Los medicamentos quedan incorporados al me--
dio Lowenstein-Jensen antes de la inoculacién en -
la forma siguiente:

1) Sulfato de estreptomicina
2) PAS

3) Isoniacida (HAIN)

4) Viomicina

5) Tiosemicarbazona

6) Etionamida

7) Cicloserina

8) Kanamicina

9) Etambutol

10) Rifampicina
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Con la capreomicina el medio de cultivo em--
pleado es el de Middlebrooks 7H-10 ya que si el =
antibiético se liga en medio de huevo, se reduce -
su actividad aproximadamente a la cuarta parte.

Las pruebas de sensibilidad para la piracina
mida se ejecutan en un medio de pH 5.5 si se em- -
plea medio de Lowenstein-Jensen éste se reblandece
y quizds sea consejable el introducir el medicamen
to en algln medio Iiquido. El medio Youman es de -
eleccién. Debido a que la piracinamida es inesta--
ble en el agua todas las soluciones deberén prepa-
rarse en un amortiguador de citratos de pH 4.4
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El Origen de las Muestras

Los resultados de muchas pruebas diagnésti--
cas en las enfermedades infecciosas dependen en -
gran parte de la seleccién, el tiempo y el método-
que se sigue para colectar las muestras. Estos fac
tores son, con frecuencia, de m&s importancia para
las muestras microbiolégicas que para aquellos mé-
todos ideados para obtener datos quimicos.

Los agentes microbianos crecen y mueren, son
susceptibles a muchas substancias quimicas y pue--
den encontrarse en diferentes sitios anatémicos y-
en diferentes liquidos del cuerpo y tejidos. En ge
neral, el aislamiento de un agente infeccioso es -
de mucho valor para la formulacién del diagnésti--
co. De no lograrse el aislamiento, dicho diagnésti
co puede |llegar a no establecerse. Por consiguien-
te, la muestra debe ser obtenida del sitio mas ade
cuado para proporcionar el agente infeccioso en -
ese estado particular de la enfermedad y debe ser-
mane jada de tal forma que favorezca la sobreviven-
cia y crecimiento del agente.

El recuperar un agente infeccioso es muy im-
portante si el agente es aislado de un sitio que -
normalmente carece de microorganismos. Cualquier -
tipo de microorganismo cultivado a partir de san--
gre, liquido cefalorragquideo lIfquido sinovial o de
cavidad pleural es un hallazgo con significacién -
diagnéstica. Por el contrario, muchas partes del -
cuerpo tienen una flora microbiana normal que pue-
de alterarse por influencias exégenas o endégenas.
La situacién se complica méds, frecuentemente por -
la presencia de mezclas de diferentes microorganis
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mos, cada uno de los cuales puede o no participar-
en un proceso patolégico de ese tejido en particu-
lar. Se requiere entonces de una correlacién bacte
riolégica y la experiencia médica para obtener una
interpretacién congruente de los resultados.

Algunas reglas generales se aplican a todas-
las muestras:

1. Debe obtenerse una cantidad suficiente del es-
pécimen para permitir un estudio completo.

2. La muestra debe ser representativa del proceso
infeccioso, (por ejemplo, esputo, no saliva; -
pues de la lesién subyacente, no del orificio-
de salida; el raspado con hisopo debe hacerse-
de la herida, no de la superficie).

3. Debe tenerse cuidado de evitar la contamina- -
cién de la muestra empleando sélamente equipo-
estéril y precauciones de asepsia.

4. La muestra se debe trasladar al |aboratorio y-

examinar a la mayor brevedad.

Esputo

Generalmente se estudian las secreciones - -
bronquiales y pulmonares o exudados, por medio del
examen de esputo. El aspecto més desorientador del
examen de esputo es la'casi inevitable contamina--
cién con la flora de la boca y la saliva. Las mues
tras de esputo representativas deben ser espectora
das en presencia del médico desde las vias respira
torias inferiores y su aspecto exterior debe ser -
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distinto al de la saliva. En caso de sospecha de -
tuberculosis o infeccién por hongos, el lavado gés
trico (esputo deglutido) puede proporcionar orga--
nismos cuando el material de espectoracidé4n no lo -
hace.

Orina
La orina generalmente debe ser una recolec--
cién de 24 horas o como las muestras obtenidas deZ

la miccién inicial.

Liquidos de Puncidn

Los exudados que se obtienen de los espacios
pleural, peritoneal o sinovial deben ser aspira--
dos con la técnica aséptica mds meticulosa para -
evitar la sobreinfeccién, si el material es franca
mente purulento se hacen frotis y cultivos directa
mente. Si el liquido es claro debe centrifugarse a
alta velocidad por 10 minutos y emplear el sedimen
to para frotis y cultivos. El medio de cultivo em-
pleado debe ser el adecuado para el desarrollo de-
los organismos.

Liquido Cefalorraquideo

(L.C.R.) EI diagnéstico répido, temprano y -
preciso de la meningitis tiene un lugar predominan
te entre las emergencias médicas y depende de obte
ner adecuadamente |los especimenes y examinar las -
muestras a la mayor brevedad.

Debido a que el riesgo de muerte o de dafo -
fisular irreversible es alto a menos que el trata-
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miento se inicie inmediatamente, rara vez hay una-
segunda oportunidad de obtener una segunda muestra
pretratamiento, la cual es esencial para el diag--
néstico especifico y 6ptima atencién.

Tan pronto como se sospeche de infeccién de-
SNC, se toman hemocultivos y se extrae liquido ce-
falorraquideo, la puncién lumbar se |lleva a cabo =
con técnica aséptica estricta, teniendo cuidado de
no provocar compresién del bulbo por extraccién ra
pida del Ifquido cuando la presién intracraneana -
estd notablemente elevada.

El Ifquido cefalorraquideo usualmente se co-
lecta en 3 6 4 partes (2 -5 ml. cada una) en tu--
bos estériles. Esto permite el examen méds conve- -
niente y de mds confianza para los valores que de-
terminan la conducta a seguir.
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Tratamiento de |las Muestras

Todas las técnicas deber&n trabajarse en un-
gabinete de seguridad.

Esputo

Es la muestra mds cominmente recibida para -
el examen en bGsqueda del bacilo tuberculoso en el
laboratorio y aunque el recipiente i1deal es difi--

cil de encontrar, el recipiente universal de 28 -
ml. con tapas con |linas de hule, constituye el més
atil hasta el presente.

Estos recipientes tienen la ventaja de ser -
estables, fuertes y pueden soportar altas tempera-
turas y la centrifugacién.

Si se usan cartones de plastico o de cera, -
el esputo deberd cambiarse a un recipiente univer-
sal para su procesamiento. Se afade una pequefia -
cantidad de hidréxido de sodio al cartén y con la-
ayuda de un hisopo de algodén podrd pasarse el es-
puto con facilidad.

Aungue existen muchos métodos de concentra-
cién en uso para el tratamiento de muestras y lo--
grar el aislamiento de M. tuberculosis, los si-
guientes métodos han resultado han resultado ser
adecuados y confiables en el manejo de grandes y

pequefias cantidades de muestras.

Antes de concentrarse el esputo, deberé& ano-
tarse la cantidad y el tipo del mismo.
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Técnica de Petroff Modificada

El método de Petroff fué introducido en el -
ano de 1915 y ha demostrado, con ciertas modifica-
ciones, ser el mas eficiente de los métodos de con
centracién. El método en detalle estd basado en el
lavado del depésito (después del tratamiento con -
hidréxido de sodio), con agua destilada estéril -
que contenga 100 ui/ml. de penicilina. El lavado -
con agua conteniendo penicilina ha demostrado que-
reduce la contaminaciédn y ademds es més confiable-
el lavado del depdsito que la técnica de neutrali-
zacién con &cido.

1. Anadase un volumen igual al hidréxido de sodio
al 4% en aproximadamente 4 ml. de esputo en un
recipiente universal (asegirese que el reci- -
piente que contiene NaOH no se ponga en contac
to con el cuello de la botella que tiene la -
muestra).

2. Agitese con la mano o de preferencia coléquese
sobre una magquina agitadora y mezcladora duran
te 15 minutos.

3. Centrifiguese a 3,000 rpm., durante 15 minutos
tomando las precauciones habituales, como la -
de balancear el contenido.

4. Quitese el Iiquido sobrenadante de la superfi-
cie del depésito y descartese en algin desin--
fectante, secando con papel secante cualquier-
escurrimiento en el exterior del cuello de la-
botel la
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5. Usando precauciones asépticas, anaddanse 15 -20
ml., de agua destilada estéril sola, o bien -
adicionada con 100 ui/ml. de penicilina al re-

cipiente, péngase la tapa y agitese durante al
gunos minutos para volver a suspender el depé6-
sito.

6. CentrifGguese a 3,000 rpm. durante 20 minutos.

7. Vaciese el liquido sobrenadante y una vez més-
séquese el borde del cuello del recipiente.

8. Inéculese con material tomado del sedimento, -
toda la superficie de dos tubos con medio de -
cultivo inclinado Lowenstein - Jensen, con dos

asadas grandes y preparense los frotis para el
examen en forma alterna, empleando una pipeta-
Pasteur, siembrese el sedimento sobre los me--
dios de cultivo Lowenstein - Jensen, contenido
en los tubos.

9. Incdbense los tubos en posicién horizontal du-
rante toda la noche a 37°C y luego por 8 sema-
nas mds, en posicibén vertical.

El desarrollo de |la muestra proveniente de -
un esputo muy infectado ocurrird aproximadamente -
en 2 semanas. La duracién promedio que requiere el
desarrollo de un buen cultivo es de 3 - 5 semanas.

Es deseable que los cultivos que son negati-
vos y que estdn dando un frotis concentrado positi
vo, sean incubados por 4 semanas md&s o mayor tiem-
po, ya que a menudo ocurre el desarrollo después -
de 8 semanas.
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El hidréxido de sodio deberd usarse a la me-
nor concentracién posible ya que es téxica para el
bacilo tuberculoso si est& muy concentrado. El por
centaje de NaOH deberd decidirse por los resulta--
dos obtenidos en algunos laboratorios, se encuen--
tra el 2% como una concentracién muy adecuada en -
tanto que en otros se usa el 4%.

Esta variacién estd propensa a ocurrir por -
cambios de temperatura y aumento de microorganis--

mos contaminantes.

Método del Fosfato Trisédico (Corper y Stoner, - -

1. Aproximadamente 4 ml|l. de esputo en un recipien
te universal, se agrega un volumen igual de -
fosfato trisédico al 10% y se agita para mez--
clar.

2. Incubar a 37°C en una incubadora seca durante-
30 minutos.

3. - Centrifugar a 3,000 rpm. durante 30 minutos.

4. Suspender de nuevo el sedimento en agua desti-
lada (aproximadamente 15 - 20 ml).

5. Centrifugar a 3,000 rpm. durante 30 minutos.
6. Inoculando 2 tubos con medio de Lowenstein - -

Jensen y preparando los frotis.

Almacenamiento de los Cultivos

Los cultivos en Lowenstein - Jensen, deberan
de conservarse por un perfodo adecuado (habitual--
mente 6 meses) después de haber terminado las prue
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bas de sensibilidad y de identificacién por si hu-
biera necesidad de practicar investigaciones poste
riores. El método m&s satisfactorio de almacena- -
miento es el de colocar los cultivos en bandejas -
de aluminio en la parte profunda de un congelador-
a 2°C. A esta temperatura, la viabilidad se mantie
ne hasta por 2 ahos. Para practicar subcultivos, -
el cultivo se quita de la congelacién y se deja -
deshelar a la temperatura del laboratorio antes de
transferir el desarrollo a un medio fresco.

Muestras de Orina

Las muestras de orina son recibidas como |a-
reunién de la orina de 24 horas o como las mues- -
tras obtenidas de la miccién inicial matutina.

1. La muestra de orina debe tomarse en frasco es-
téril con tapén de rosca.
2. Utilizar una cantidad de orina de 70 ml. apro=

x imadamente.

3. Agregar a la muestra de orina 1 é6 2 gotas de -
albumina bovina en solucién al 30% (Michael Re
search Foundation Chicago I11. USA).

4. Agregar de 0.5 a 1.0 ml de &cido sulfosalicili
co al 25% para producir precipitacidén de pro--
teinas con lo que se arrastrarén los bacilos -
presentes.

5. Con movimientos rotatorios homogenizar perfec-
tamente |la muestra.

6. Dejar la muestra en refrigeracién por espacio-
de 24 horas para completar |la precipitacién.
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7. Tomar 7 a 10 ml. del sedimento y verterlo en-
un tubo estéril de 13 x 100 mm.
8. Centrifugar a 3,000 rpm. durante 20 minutos.
9. Desechar el sobrenadante.

10. Homogenizar el sedimento y agregar solucién -
reguladora de fosfatos con pH de 7.2 y 7.8.

11. Repetir los incisos 7 y 8 una vez més.

12. Desechar el sobrenadante y tomar con pipeta -
Pasteur el sedimento para hacer frotis.

13. Hacer tincién para bacilo alcohol &cido resis
tente y observar al microscopio.

14. Si se trabajé en condiciones de esterilidad -
puede utilizarse el sedimento para siembra.

Contenido Gastrico

Se recomienda que el contenido aspirado sea-

reunido en una botella estéril de 28 ml. que con--
tenga 5 ml de fosfato trisédico al 10%, esto elimi
na la posibilidad de que el &cido clorhidrico des-

truya a los bacilos tuberculosos existentes en |a-
muestra.

Tan pronto como se reciba la muestra en el
|aboratorio deberé& centrifugarse y el sedimento -
tratarse por el método usado para el esputo.

Liquido Pleural

Los derrames pleurales deberén reunirse en -
solucién estéril de citrato sédico al 3.8% para
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prevenir la formacién del codgulo.

1. Centrifiguese |la muestra para preparar pelicu-
las del sedimento, tifnéndolas por el método de
Gram.

2. Si no se observan organismos secundarios en -

las peliculas tefiidas con Gram, se debe hacer-
una inoculacién directa sobre medio de Lowens-
tein - Jensen, sin embargo, ésta deberd acompa
narse por el mismo medio inoculado con una - -
muestra tratada. Las muestras no tratadas pue-
den contener sélo algunos bacilos y éstos po--
drian ser destruidos por el tratamiento con -
NaOH, no obstante, si estan presentes otros or
ganismos deberé& usarse el tratamiento con NaOH

Pus

Las muestras de pus deberén ser tratadas de-
la misma manera que los |iguidos pleurales.

Liquido Cefalorraquideo

Después de la reunién de una muestra de LCR-
de algin paciente con meningitis tuberculosa, pue-
de producirse un codgulo en "red de arafa”, si és-
te es hallado, se empleard una porcién del mismo -
para preparar las laminillas y teifirlas con técni-
cas para bacilo alcohol &cido resistente ya que a-
menudo estos organismos se encuentran atrapados en
la estructura del coagulo.

Ya que es poco probable que el LCR contenga-
mds de un organismo infectante, el depésito podréa-
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inocularse por lo general sobre medio Lowenstein -
Jensen; no obstante, si se observan otros organis-
mos, el tratamiento serd& como para liquido pleural.

Los bacilos tuberculosos en las laminillas -
preparadas de LCR son a menudo muy escasos y debe-
ra& prepararse el laboratorio a una extensa basque-
da en numerosas preparaciones.

Heces
Preparacién de laminillas:
1. Prepérese una emulsién espesa de heces en solu

cién salina.
2. Anéddese igual volumen de éter y agitese bien.
3. Centrifliguese a 3,000 rpm. durante 5 minutos.

4. Con cuidado quitese el éter y preparense 3 la-
minillas tomando el material de la capa inter-
media situada en la interfase del éter y la so
lucién salina.

5. Tinase con técnica de bacilos acidorresisten--
tes.
CULTIVO.- Preparese una emulsién de la mues-

tra en solucién salina y anddase 4 veces su volu--
men de NaOH al 4% trat&ndose como para el esputo.

Precauciones de Seguridad

Debido a la introduccién de un gran ndmero -
de medicamentos antituberculosos y del descubri- -
miento de muchas micobacterias responsables de la-
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enfermedad, el papel del laboratorio que se encar-
ga de manejar el material tuberculoso o sospechoso
es de suma importancia. Quizd uno de los peligros-
mas grandes del procesamiento de muestras de tuber
culosis, consista en la familiaridad que se adquie
re con el trabajo, con el consecuente relajamiento
de las precauciones y las técnicas de seguridad.

Formacidén de Aerosoles

Las muestras, cultivos y aparatos, constitu-
yen todos ellos, fuentes potenciales de infeccidn-
y uno de los riesgos mas importantes es la forma--
cién de gotas contaminadas o aerosoles.

Los aerosoles se forman por la ruptura de al
guna superficie |fquida. Las gotas de mayor tamafio
y peso caen, mientras que las mds pequefas permane
cen suspendidas en el aire. El |Iiquido puede evapo
rarse a partir de estos aerosoles dejando bacte- -
rias que son fécilmente inhaladas hasta el inte- -
rior de los pulmones.

Hasta la abertura de botellas con tapones de
rosca que contienen cultivos sobre medios sélidos-
puede crear aerosoles, como lo puede crear la cen-
trifugacién de botellas herméticamente selladas o-
cerradas con tapa de rosca.

Para eliminar hasta donde sea posible el - -
riesgo de infeccién a partir de estos aerosoles, -
deberan tomarse ciertas precauciones para la mani-
pulacién de material infectado, se usaron gorros -
seme jantes a los empleados en los quiréfanos, que-
no deben ser usados fuera del laboratorio y debe--
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ran ser esterilizados en autoclave, conforme sean-
usados; se utilizardn ademds cubrebocas dobles y -
guantes de hule desechables.

Las reglas habituales de sentido comin como-
la de no fumar ni comer en el laboratorio deberan-

ser cumplidas en forma rigurosa.

Gabinetes de Seguridad

El disefio de un gabinete de seguridad deberé
ser tal que el aire sea dirigido a través del gabi
nete hasta un embudo de salida mediante un ventila
dor extractor.

Deberd estar situado en un punto cercano al-
lugar donde sea descargado el aire.

Si no se usa sistema de filtracién, la:sali-
da deberd conducir a una tuberia de desagiie o embu
do que se abra a la atmésfera exterior cuando me--
nos a una altura de 1.80 metros por arriba del ni-
vel del techo.

Cuando se usan estos gabinetes, las particu-
las infectadas son |levadas lejos del operador has
ta la atmdésfera exterior, donde de inmediato son -
diluidas y destruidas por los rayos ultravioleta -
del sol. Algunos gabinetes estdn dotados de un fil
tro situado entre el gabinete y la salida y éste -
elimina algo de las particulas infectantes antes -
de que sean lanzadas al aire. Por supuesto que el-
filtro deberd ser esterilizado antes de removerlo-
y de insertar uno nuevo. Este, por lo general, es-
sumergido en vapores de formalina.
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Muchos gabinetes tienen un tubo de luz ultra
violeta insertado en el techo, como medio para es-
terilizar el gabinete. No hay medio efectivo de es
terilizacién, ya que los experimentos han demostra
do que aln cuatro horas después de la exposicibén a
la contaminacién, los bacilos dentro del material-
patdégeno pueden permanecer viables todavia.

La desinfeccién quimica es mucho més desea--
ble, y los gabinetes deberdn ser lavados con desin
fectantes todos los dias, inclusive si se ha em- -
pleado luz ultravioleta.

Centrifugas

Las centrifugas y las m&quinas agitadoras de
ben ser alojadas de preferencia en un gabinete de-
seguridad. El ventilador o extractor es puesto a -
funcionar durante todo el ciclo de trabajo de la -
centrifuga y cuando se termina se dejard 5 minu- -
tos, antes de que se abra y se quiten los tubos. -
Los aerosoles formados durante la centrifugacién -
son extrafdos antes de que el operador se incline-
sobre la centrifuga, a sacar los tubos.

El balanceo de los tubos deberd practicarse-
usando alcohol al 70% en lugar de agua (ya que és-
ta puede contaminarse con facilidad); el interior-
de la centrifuga deberd ser lavado con un desinfec
tante adecuado al terminar todos los dfas.

Eliminacién del Material Desinfectado

Todo el material empleado en el |aboratorio-
debera ser esterilizado mediante autoc!lave.
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Las pipetas deberén ser colocadas en jarras-
que contengan algin desinfectante adecuado y luego
serdn esterilizadas antes de limpiarlas y volver--
las a esterilizar.

Los cultivos serén colocados en jarras que -
contengan algin desinfectante adecuado, haciendo -
lo mismo con los frascos para esputo y los reci- -
pientes de cartén encerados.
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Examen Bacterioscépico

Tinciédn de Mycobacteria:

Acidorresistencia.- Es la propiedad del baci
lo que se ha atribuido a varias causas:

1. A la constitucién quimica en la que interviene
un derivado |ipido, el &cido micélico que, ais
lado y tefido independientemente es acidorre--
sistente aunque més pélido que el propio baci-
lo.

2. La integridad fisica de los cuerpos bacteria--
nos ya que pierden su acidorresistencia al ser

triturados.

En realidad no hay versién Gnica y concluyen
te al respecto.

Tincidn de Ziehl - Neelsen

Laminillas:

Se requieren las siguientes soluciones:

Fucsina fenicada (carbol - fucsina, fucsina carbé-
lica, etc.).

Fucsina bésica 1 gr.

Alcohol absoluto 10 ml.

Fenol al 5% en agua destilada 100 ml.

Disuélvase la fucsina b&sica en alcohol y -
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luego combinese con la solucién fenicada.

Alcohol &cido.
HCI (densidad 1.19) 3 ml.
Alcohol absoluto al 95% (Alcohol industrial-

metilado) 97 ml.

Azul

de metileno.

Azul de metileno 0.5 gr.
Agua destilada 100 ml.

Método:

Figar la laminilla con calor.

Impregnar la laminilla con fucsina fenicada, -
calentando en una platina a emisién de vapor -
5 min.

Lavar con agua corriente de la |lave.
Lavar con el alcohol &cido.
Lavar con agua corriente de la |lave.

Contratefiir con azul de metileno al 0.5% o con
verde de malaquita durante 30 segundos.

Lavar con agua corriente de la |lave,
Dejar secar y observar con objetivo de inmer--

sién.

RESULTADO: Bacilos acidorresistentes, mues--

tran color rojo, los nlcleos celulares tienen co--
lor azul o verde.
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CORTES:

Se requieren las soluciones siguientes:

Fucsina fenicada.
Alcohol 4cido al 3%

Azul de metileno o verde de malaquita al - -

0.2%.

Método

1. Quitar la parafina con xilol, alcohol y agua.

2. Enjuagar la laminilla con fucsina fenicada, y-
tefiir con calentamiento durante 10 é 15 minu--
tos.

. Lavar en agua corriente de la |lave.

. Lavar con alcohol &cido al 3% hasta que los ba
cilos retengan la tincién al examinar al mi- -
croscopio,

5. Lavar con agua corriente de la |lave.

. Contratefir con azul de metileno al 0.2% o con

verde de malaquita durante 2 minutos.
7. Lavar con agua corriente de la |lave.
. Deshidratar con rapidez, limpiar y montar en -

balsamo neutro.

Resultados: Bacilos &cido resistentes, mostrardn -

color rojo.
Nacleos celulares color azul.

Eritrocitos color rosa.
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Tincién Fluorescente con Auramina-Fenol.

Laminillas, se requeriradn las soluciones siguien--
tes:

Auramina-fenol.

Fenol acuoso al 3% 100 ml.

Calentar aproximadamente 30 grados centrigra
dos y afiadir auramina 0.3 g, agitar bien y -

filtrar.
KMnO4 al 1%
Mezcla alcohol &cido al 3%.
Método
1. Tefiir la laminilla fijada con calor, usando au

ramina-fenol durante 10 minutos.

2. Lavar con agua.

(%]

Decolorar con alcohol-4cido al 3% durante 5 -
min.

. Lavar con agua.

4
5. Contratefir con KMn04, al 1% durante 30 seg.
6. Lavar y dejar secar al aire.

7. Examinar con microscopio de fluorescencia.

Resultado: Los bacilos &cido resistentes aparecen-
como bastones |luminosos contra un fondo
obscuro.
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Tincién Fluorescente con Auramina-Rodamina

Se requerirén las soluciones siguientes:

Auramina 0 1:5 g.

Rodamina Q5 G-
Glicerol 75 ml.
Cristales de fenol (licuados) 10.0 ml.
Agua destilada 50.0 ml.

Mezclar el agua y el glicerol, afadase el fe
nol y agitese meticulosamente. Verifique que la so
lucién este transparente, antes de disolver en = -
ella la rodamina. Finalmente afada la auramina, y-
agitese exhaustivamente, hasta que se haya disuel-
to. Cuando este preparandose la tincién en canti--
dad masiva, es conveniente dejar la mezcla a 37 -
grados para asegurarse que toda la auramina esta -
en solucién. Esta solucién permanece estable duran
te varios meses, a la temperatura del cuarto. Es -
aconsejable filtrar antes de usarse.

Método para las laminillas:
1. Tehir laminillas fijadas con calor, durante 10
minutos, hasta emisién de vapor.

2. Quitar el color, usando alcohol &cido al 3%.

3. Enjuagar cuidadosamente en agua corriente de -
la |lave.

4. Contratenir con KMnO4 al 1%, de 2 a 5 minutos.

5. Lavar, secar y examinar con microscopio de - -
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fluorescencia.

Método para los cortes:

Quitar la parafina, con xilol, alcohol y agua.

Tefiir con tincién de auramina-rodamina por 10-
min. Calentando a temperaturas superiores a -
los 60°C.

Lavar con agua.
Decolorar con alcohol &4cido al 3%.
Lavar con agua de la |lave.

Contratefiir con KMnO4 al 1%, durante dos minu-
tosy

Lavar con agua y dejar secar.
Sumér jase en xilol y méntese en balsamo neutro.

Examinar con microscopio de fluorescencia.

Resultado:

Los bacilos &cido resistentes aparecen, -
como bacilos de color rojo dorado sobre-
fondo obscuro.



93
Cultivo

Para ayudar a la identificacién de los baci-
los observados y conocer su viabilidad procedemos-
en segundo término a efectuar el cultivo.

MEDIOS.- El medio recomendado para el traba-
Jjo sistemdtico es el de Lowenstein - Jensen. EIl me
dio es simple de preparar y puede ser usado para -
el cultivo primario, identificacién y pruebas de -
sensibilidad de Mycobacteria.

El medio modificado descrito por Jensen - -
(1932), contiene almidén de papa pero éste ha sido
omitido en publicaciones més recientes por Jensen-
(1955). Aunque el medio mé&s reciente ha sido halla
do satisfactorio en muchos |aboratorios, se ha su-
gerido que la inclusién de almidén proporciona un-
crecimiento mds exhuberante. Diversas substancias-
pueden agregarse al medio de Lowenstein - Jensen,-
como el piruvato sédico, para el estimulo de cepas
bovinas, &cido paranitrobenzoico para distinguir -
M. tuberculosis y M. bovis, de las micobacterias =
atipicas y los agentes antimicrobianos usados en -
las pruebas de sensibilidad. El medio de Lowens- -
tein - Jensen, tiene un pH aproximado de 7.0, lo -
cual resulta satisfactorio para la mayoria de las-
investigaciones,

Medio Lowenstein - Jensen
Solucién de Sales Minerales:

K H2P04 4.0 g.
Mg S04 0.4 g.
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Citrato de Magnesio 1.0 9
Asparagina 6.0 g
Glicerol 20.0 ml
Agua destilada 1000.0 ml

Disuélvanse mediante calentamiento, distribd
yanse en volamenes de 300 ml., y esterilicese en -
autoclave a 121°C durante 20 minutos.

Solucién de verde de malaquita

Verde de malaquita 2.0 g
Agua destilada 100.0 ml

Disuélvase por calentamiento, filtrese y es-
terilice en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Medio Completo:

Solucién de sales minerales 300 ml
Solucién de verde malaquita 10 ml

10 huevos batidos
Método de preparacién:

1. Limpiar el cascarén de 10 huevos grandes (apro
ximadamente 500 g) en alcohol metfilico, romper
los huevos dentro de un frasco cénico estéril-
gue contiene cuentas de vidrio.

2. Agitar el frasco y afadir 300 ml de solucién -
de aceite mineral.
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Anadir 10 ml de solucién de verde de malaquita.

4. Agitar bien y filtrar a través de muselina es-
teril.
5. Distribuir en condiciones acepticas en reci- -

pientes universales.

6. Llevar los recipientes universales con la in--
clinacién adecuada a un coagulador a 75 u 80 -
grados centigrados durante 6 horas por tres ve
ces consecutivas, con intervalos de 24 horas.

Si se incluye el almidén en el medio, puede-
afiadirse a la solucién de sales minerales (12 g en
300 ml), calentandolo sobre la flama hasta que se-
obtenga una mezcla lisa.

Medio con piruvato.- Una concentracién de -
0.5% de piruvato es puesta en medio de Lowenstein-
Jensen antes de la solidificacién del medio.

En presencia de piruvato las cepas bovinas -
adquieren la capacidad de utilizar el glicerol y -
la glucosa para producir tipos eugénicos de desa--
rrollo.

Medio P. N. B.- La adicién del &cido para-ni
trobenzoico (sal sédica) al medio Lowenstein-Jen--
sen a la concentracién final de 500 g/ml fué in--
troducida por Tsukamura y Tsukamura (1964) para -
ayudar a las cepas bovina y humanas a diferenciar-
las de las micobacterias atipicas.

Medio de Youmans (modificado por Proskaver y

Beck).
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Asparagina 0.5 g
KH2P04 0.5 g
K2S04 0.05 g
Glicerol 2.0 ml
Agua destilada 100.0 ml

Disolver los ingredientes en el agua en el -
orden descrito, asegurédndose que cada uno se di- -
suelva por completo antes de afiadir el siguiente.

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH al 40% y adfadir
citrato de magnesio 0.15 g.

Esterilizar a 121°C durante 20 minutos.
Cuando se enfrie afadir suero humano, bovino
o de caballo o plasma para proporcionar una concen

tracién final de 10%.

Medio Kirschne modificado:

KH2P04 2.0 g
NaHPO4.12 H20 19.0 g
MgS04 0.6 g
Citrato Sédico ZeH 8
Asparagina 5.0 g
Glicerol 20.0 ml
Agua destilada 1000.0 ml

Rojo de fenol 0.4% 3.0 ml
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El 4cido pirGvico deberd neutralizarse con -

NaOH.

Esterilizar el medio alcalino a 115°C. Cuan-
do se haya enfriado anadir 5 ml de albGmina bovi--
na. Filtrar por Seitz y adicionar 10 ml de plasma-
humana citratado el pH es de 7.4 - 7.6.

Medio Iiquido Middlebrook 7H-9

Sulfato de amonio 0.5 g
L-glutamato sédico 0.5 g
Citrato sédico 0.5 g
Clorhidrato de piridoxina 0.001 g
Biotina 0.0005 g
NaZP04 2.5 ¢
KH2P04 1.0 g
Citrato de hierro amoniacal 0.04 ¢
MgS04.7H20 005 g
ZnS04.7H20 0.001 g
CaCl2. 2H20 0.0005 g
CuS04. 5H20 0.001 g
Tween 80 0.5 ml
Agua destilada 1000.0 ml

Disolver en el agua, embotellar en vol(menes
de 95 m!| y esterilizar en autoclave a 121°C duran-
te 15 minutos, para su uso afadir 5 ml de solucién
de dextrosa - albdmina bovina y 0.3 ml de solucién
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Middlebrook 7H-10 agar

Sulfato de amonio

1 4cido glutéamico

citrato sédico

NaZHP04

KH2P04

Glicerol

Citrato amoniacal férrico
MgS04.7H20

CaCl2.2H20

ZnS04.7H20

CuS04.5H20

Clorhidrato de piridoxina
Biotina

Verde de malaquita

Polvo de agar

Las oligosubstancias son convenientemente

oy
W

O O O O O O O O U = = O O O

G b b B L
|2 © O O O o

|
.04 g
.05 g
.0005 g
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preparadas como solucién patrén; primero disolver-

las substancias gquimicas,
liente el polvo de agar,

anadir y disolver en ca-
distribuir en volamenes -

de 90 ml, esterilizar a 121°C durante 15 minutos.-
Para usar el agar se funde y se enfria a 50°C an--
tes de anadir 10 ml de complejo dextrosa albumini-

ca-4cido oléico y 0.3 ml

de solucién de catalasa.
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Complejo dextrosa - albimina bovina.

Acido oléico 0.5 g
Fraccién V de albdmina bovina 50.0 g
Dextrosa 20 g
NaC | 8.5 g
Agua destilada 1000.0 ml

Preparacién: Disolver la dextrosa y la alba-
mina bovina en solucién salina. Afiddase &cido olei
co en NaOH 2N y después mézclense ambas solucio- -

nes. Filtrar a través de un filtro Seitz y almace-
nar a 4°C.

Solucién de dextrosa - albdmina bovina.
Fraccién V de albimina bovina 50 g
Dextrosa 20 g
Acua destilada 1000.0 ml

Disolver en el agua, filtrar a través de un-
filtro Seitz, embotellar y almacenar a 4°C.

Solucién de catalasa:

Catalasa cruda
(higado de ternera) 1.0 g

Agua destilada 1000.0 ml

Disuélvase en agua y filtrese a través de un
filtro de membrana, embotellar y almacenar a 4.C.
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Pruebas Bioquimicas

Prueba de Reduccién de Nitratos

La reduccién de nitratos y nitritos es de va
lor para distinguir entre las cepas humanas y bovi
nas de M tuberculosis.

Las cepas humanas son, por lo general, inten
samente positivas y las cepas bovinas son débilmen
te positivas o negativas.

Reactivos:

1. Amortiguador de fosfato a pH7.0

2. Nitrato sédico 0.02 M en amortiguador de fosfa
tos.

3. HCI diluido 1:1.

4. Sulfanilamida al 0.2% en agua destilada.

5. Clorhidrato de N. (1-Naftil) etilendiamina al-
0.1% en agua destilada.

Método

1. Suspender aproximadamente 10 mg. (peso hdmedo)
de bacilos en 1 ml., de amortiguador de fosfa-
tos y agregar 1 ml., de solucién de nitrato sé
dico, mézclese bien.

B Incubar a 37°C durante 24 horas.
Anadir 1 gota de solucidén de HCI.

Agregar 2 gotas de solucién de sulfanilamida.
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5. Afadir 2 gotas de soluciédn de 1-naftilo.

6. Mezclar y observar el color después de 5 minu-
tos; la prueba con resultado negativo resulta-
incolora, si resulta positiva; adquiere un co-
lor rojo - violeta intenso.

Pigmentacién:

No constituye una caracteristica confiable, -
aunque es Gtil si las condiciones se estandarizan.
Si se estd inoculando algin cultivo para alguna -
prueba de pigmentacidn, es aconsejable el perforar
la tapa del recipiente con una aguja estéril hipo-
dermica, la cual tiene un tapén de algodén en el -
extremo final del auditivo de la jeringa, esto per
mite abastecer el aire al cultivo en desarrollo y-
la aparicién de la pigmentacién con este método me
Jora notoriamente en algunas cepas.

Los colores producidos pueden variar desde -
el tono ante de M. tuberculosis y M. bovis, hasta-
el amarillo y naranja profundo de las M. atipicas.

Se deberén probar dos cultivos idénticos pa-
ra la pigmentacién uno en la obscuridad y otro ex-
puesto a la luz durante todo el periodo del creci-
miento.

Desarrollo a 25°C

InoctGlese un medio inclinado de Lowenstein--
Jensen, usando el in6culo estandar de 4 mg como ya
se describié. Incibese a 25°C durante 4 semanas y-
examinese buscando el crecimiento. Ciertas espe- -
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cies atipicas se desarrollan a 25°C, pero no suce-
de asi con M. tuberculosis y M. bovis.

El tamafio del in6culo y la longitud de la in
cubacién son importantes ya que un incremento de -
ambos puede producir el desarrollo de las cepas hu
manas y bovinas.

Prueba de Hidrolisis del Tween

Para la diferenciacién de M. terrae, M. gas-
tri y el grupo aviario Battey). (Método de Wayne, -
Dounek y Cussell, 1964).

MEDIQO: Amortiguador de fosfatos a pH de 7.0,
conteniendo 0.5% de Tween 80 y 20 microgramos/ml| -
de rojo neutro. Distribuir en cantidades de 2.5 ml
en botellas de tapa de rosca y esterilizar en auto
clave a 121°C durante 15 minutos.

INOCULO: 0.2 mg/ml de peso hiéimedo en bacilos
tomados de un cultivo de Lowenstein-Jensen de 7 se
manas de crecimiento.

INCUBACION: A 37°C examinado todos los dias-
buscando un color del &mbar al rosa. Las lecturas-
importantes se practican a los 5 y 10 dfias.

Prueba de opacidad del Tween (Wayne, Dobek vy
Oussell (1964).

MEDIO:

Al agar fundido Middlebrook 7H-101 anddase -
0.002% de Tween 80 para ser usado como control y -
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2.5% para la prueba, péngase en una probeta esté--
ril y colégquese en posicién vertical.

INOCULO.- Se inocula una gota de una pipeta-
Pasteur de los 4 mg/ml de la suspensién esténdar -
(empléese como para pruebas de sensibilidad) sobre
la superficie del agar. Incidbese a 37°C hasta por-
6 semanas.

RESULTADOS:

Los cultivos se desarrollan sélamente sobre-
la superficie del agar y si la opacidad estd pre--
sente se extiende hacia abajo del agar a medida -
que progresa la incubacién.

Prueba de Tolerancia al Oleato (Wayne, Doubek y -
Rusel | 1964).

En esta prueba es de valor la diferenciacién
de los organismos agrupados como bacilos aviarios.
- Battey M. gastri, proporciona un resultado nega-
tivo mientras que M. avium - bacilos Battey y M. -
terrge dan resultados positivos.

Medio:

Agar Middlebrook 7H-10 con albiGmina y dextrosa.
Medio de control.- AfRédese 0.005% de &cido oleico.
Medio de prueba.- Ai&ddese 0.025% de &cido oleico.

Sirvase como cultivos inclinados de agar en-
recipientes universales.
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INOCULO.~- Es satisfactorio el inéculo de la-
prueba estédndar de sensibilidad.

INCUBACION.- A 37°C, hasta por 6 semanas.

LECTURA.- Un desarrollo confluente (ignoran-
do las escasas colonias), se considera como positi
VO.

HIDR. DEL CP..DEL TOLERAN.

CEPA CATALASA TWEEN TWEEN AL OLEA
. : T0

M. terrae Elev. Activ. + + ¥

M. gastri Baja Activ. + = e

Grupo avia
rio Battey Baja Activ. - + +

Pruebas Enzimaticas

Bonicke y Lisboa (1959) describieron las - -
pruebas de amidasa, que posteriormente fueron usa-
das para diferenciar micobacterias por el patrén -
de resultados obtenidos.

Hay numerosas amidas que han sido empleadas-
por diversos investigadores, Bonicke, recomendé 10
y Juhlin (1967) estudié otras 13; no obstante em--
pleando 5 sustratos puede hallarse un patrén Gtil.

Soluciones de amida patrén.

Acetamida 9.67 mg. disueltos en 10 ml de agua a-
60°C



Benzamida 19.8%3 mg. disueltos en 10 ml| de - -
agua a 60°C

Nicotinamida 19.99 mg. disueltos en 10 m| de - -
agua a 60°C

Piracimida 20,16 mg. disueltos en 10 ml de - -
agua a 60°C

Corbamida (Urea)9.83 mg. disueltos en 10 ml de - -
agua en 60°C

Soluciones de trabajo. Disuélvanse las solu
ciones patrén con agua destilada para que dé una -

solucién final de 0.00164 molar.

Solucién de sulfato de magnesio.

Preparese una solucién 0.003M, de sulfato de
magnesio (MnSO4.4H20) disolviendo 66.9 mg. en 100-

ml de agua. Almacénese durante varios meses.

Solucién de fenol.

Afiddanse 12.5 g. de fenol a 5 ml de agua des
tilada, agitese vigorosamente y agréguense 27 ml -
de NaOH 5N. Agitese hasta que todo el fenol se ha-
ya disuelto, complétese hasta 50 ml de agua desti-
|l ada.

(Prepérese solucién fresca todos los dfas).

Solucién de hipoclorito.- A 300 ml de agua -
destilada a 90°C afédase 25 g de hipoclorito célci
co, agitese y agréguese durante agitacidén subsi- -
guiente 135 ml, de solucién de carbonato potésico-
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al 20% (X2C03).

Hiérvase durante algunos minutos para elimi-
nar el amonfaco, cuando se haya enfriado, analice-
se buscando iones de calcio mediante la adicién de
un poco de solucién de carbonato potésico, si hay-
iones calcio, la solucién se pondra lechosa, enton
ces serd necesario anadir mds K2C03 hasta que per-
manezca clara. Finalmente, hiérvase la solucién -
por algunos minutos, enfriése a intégrese un volu-
men de 500 ml con agua desti lada.

Amortiguador de fosfatos 15 M (pH 7.2)

27.4 ml de KH2P04 (9.078 g en 1 litro de agua des-
tilada)
72.6 ml de Naz HPO4 (H.876 en 1 litro de agua des-
tilada).

Afiddanse las dos soluciones juntas y esteri-
|l fcense en atuclave a 121°C durante 10 minutos.

Suspensién bacilar:

Se mezcla el desarrollo de varios cultivos -
Lowenstein-Jensen inclinados en una botella de vi-
drio, se vuelve a pesar la botella. Afnddase amorti
guador de fosfatos para dar una concentracién fi--
nal de 10 mg/ml de bacilos himedos. Agitése la bo-
tella para poder producir una suspensién.

1. Coldéquense por duplicado 5 probetas para la -
prueba (una para cada sustrato), un control pa
ra |la suspensién bacilar sin sustratos y otra-
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para el sustrato sin bacilos.

2. A cada ml de sustrato anfnddase 1 ml de suspen--
sién de bacilos y mezclese bien.
3. IncGbense las probetas de un conjunto a 37°C -

durante 4 horas, el otro conjunto de incubado-
durante 24 horas.

4. Después de la incubacién afiada a cada probeta-
0.1 ml de sulfato de manganeso en solucién, -
1.0 ml de solucién fenicada y 0.5 ml de solu--
cién de hipoclorito, coléquense las probetas en
agua hirviente durante 20 minutos.

5. Lectura.- Un resultado positivo muestra un co-
lor azul que indicard la presencia de amoniaco
La intensidad del color serd proporcional a la
cantidad de amoniaco que estd presente, y - -
Juhlin (1967) describe una serie de soluciones
de referencia que pueden ser usadas para compa
racidén colorimétrica.

Reaccién de la Catalasa - Peroxidasa

Constituye una prueba valiosa de escrutinio-
para Mycobacteria, las cepas humanas muestran acti
vidad de catalasa solo las que son sensibles a la-
HAIN asf como l|as Mycobacteria atipicas mostrando-
la mayor parte una efervecencia méds intensa. Debe-
ré& notarse que las cepas humanas pierden su activi
dad catalasa y peroxidasa cuando se vuelven resis-
tentes a la HAIN, lo cual puede ayudar como método
para distinguirlas de las cepas atipicas que retie
nen su actividad de catalasa, inclusive frente a -
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las mds altas concentraciones de HAIN.
Reactivos

1. Peréxido de hidrégeno a 30 volimenes.

2. Catecol al 2% en agua destilada (Esta substan-
cia es dafiina si es absorbida por la piel, - -
siendo ademds corrosiva debiendo manejarse con
precaucidn.

Método:

1. Mézclense vollUmenes iguales de las 2 solucio--
nes y anddanse 5.0 ml al cultivo de prueba y -
también a un control positivo y a uno negati--
VO.

2. Déjese reposar algunos minutos observando cual
quier efervecencia producida por las cepas po-
‘'sitivas a la catalasa. La aparicién de un co--
lor pardo en las colonias indica actividad de-
la peroxidasa. Prepérese una solucién fresca -
para cada grupo de pruebas.

Interpretacién de los Resultados

1. Positivo a la catalasa, positivo a la peroxida
sa = M. tuberculosis, sensible a la HAIN.

2. Negativo a la catalasa, negativo a la peroxida
sa = M. tuberculosis, resistente a la HAIN.

3. Positivo a la catalasa, negativo a la peroxida

sa = M. atipica.



109

Prueba de la Arilsulfatasa

Las Mycobacteria atipicas muestran actividad
de arilsulfatasa, pero no en las cepas humanas ni-
en bovinas.

Hay dos métodos que se han hallado satisfac-
torios para el uso general, uno que emplea un me--
dio lIfquido y el otro que utiliza el medio sélido-
de Dubois. Usando la prueba con el método sélido -

ha resultado posible reconocer a M. fortuitum en 3
dias.

Método 1

Medio basal. Middlebrook 7H-(, medio |fquido
con adicién de albdmina de bovino, glucosa y cata-

|lasa. a¥

Disulfato potésico de fenolftaleina. Pésense
0.646 g y disuélvanse en 100 ml de agua destilada-
para que se obtenga una solucién 0.01 M. Esterili-
cese por fTiltracién de membrana y afddanse 10 ml.-
a cada 100 ml del medio 7H-9 para dar una concen--
tracién final de 0.001 M. distribuyénse en voldme-
nes de 5 ml.

Prueba
InocCilese @ 5 ml. del medio ya descrito con-
0.1 ml. de cultivo Iiquido del organismo de prueba

e incibese durante 14 difas a 37°C.

Pruébese buscndose la actividad de la aril-
sul fatasa, anadiendo NaOH 2N gota a gota al culti-
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vo, la aparicién de un color rosa sefala una reac-
cibén positiva, habiéndose |iberado la fenolftalei-
na. Es importante que se anada NaOH con cuidado ya
que la fenolftaleina cambia de color.

Método 2 (Wayne, 1961).

MEDIO.- A 100 ml. de agar 7H-10 Middlebrook,
afiddanse 65 mg., de sulfato tripotdsico de fenolf-
taleina, después de mezclar, distriblyase el agar-
en botellas con volGmenes de 7 ml y esterilicese -
en autoclave a 121°C durante 15 minutos, permitien
do que se solidifiquen en la posicién vertical.

METODO.- Inoctlese la superficie del medio -
con una porcidén de colonia e inclGbese a 37°C duran
te 3 dias. ARddase 0.5 ml de solucién de carbonato
1.0 M al cultivo y obsérvese la aparicién de un co
lor rosa que indica el resultado positivo.



111

Pruebas In Vivo. Inoculacién en Animales de Experi
mentacidn

Todas las inoculaciones en animales de expe-
rimentacién deber&n hacerse en gabinetes de seguri
dad. Los animales serén guardados en jaulas comple
tamente cerradas. Después de su uso deberén ser es
terilizadas en autoclave con canaletes al imenta- -
rios, botellas con agua, etc.

La necropsia de los animales se practicaréd -
en un gabinete de seguridad, primero se' lavard al-
animal en alguna solucién desinfectante para hume-
decer la piel.

Después de la necropsia el animal es coloca-
do en una bolsa de pl&stico e incinerado. Los ins-
trumentos deberdn ser esterilizados en autoclave y
se desinfectard el gabinete de seguridad.

No se entrard al lugar donde habitan los ani
males de experimentacién sin cambiarse primero, po
niéndose botas de hule y gorro. Antes de salir, se
desechard el gorro para que sea esterilizado y se-
lavardn las botas con desinfectante.

Cobayos

Se prepara un inéculo estandar del crecimien
to de 2 - 3 semanas de un cultivo antiguo Lowens--
tein - Jensen como sigue:
1. Pésese una botella estéril de 7 ml gue conten-

ga 12 cuentas de vidrio de 3 mm. de diametro.
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Afddase un barrido completo de cultivo con asa
a la botella seca y pésese de nuevo.

CalclGlese el peso himedo de los bacilos y afé-
dase agua (o albémina bovina al 0.1%) para que
se obtenga una suspensién final de 2 mg/ml. -
Agitese la botella durante 1 minuto para produ
cir una suspensién uniforme.

Inyéctese al animal en el miasculo del muslo -
con 0.5 ml de la suspensién preparada.

Se mata a los animales después de 6 semanas y-
se les examina buscando enfermedad en el sitio
de inoculacién, y en los ganglios infectados, -
higado, bazo y pulmones.

Cone jo:

Se prepard una suspensidn estdndar de 10 - 14

dias de cultivo en medio Middlebrook 7H-9 I|fquido-
con albGmina y tween.

1.

Un cultivo completamente desarrollado de albaG-
mina - tween contiene aproximadamente 0.6 mg.-
de bacilos por peso himedo. DilGyase este cul-
tivo hasta una concentracién final de 0.002 -

mg/ml .

Inyéctese al animal por via endovenosa con 0.5
ml del cultivo diluido.

Matese al conejo después de 6 semanas y exami-
nese buscando signhos de la enfermedad, en el -
bazo, higado, pulmones o rifones.
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Raton:

Método 1.- Se prepara una suspensidén estan--
dar que contenga 1.0 mg/ml de bacilos por peso hi-
medo. Inyéctese al ratén en la vena de la cola con
0.2 ml (0.2 mg) usando una jeringa de tuberculina-
de 1.0 ml con una aguja del nGmero 26.

Método 2.- Inyéctese por via intraperitoneal
con 0.2 ml de una suspensién que contiene 3 mg de-
bacilos.

Se sacrifica a los animales después de 6 se-
manas y se les examina por métodos macroscépicos y
microscépicos, buscando evidencia de enfermedad.

Otra manera de producir la enfermedad en los
ratones fué descrita por Selbie y 0’Graday (1954).
Se les inyecta a los ratones con M tuberculosis ce
pa H37 RV en el misculo del muslo y se mide la le-
sién a medida que va desarrollandose. Esta técnica
puede usarse para probar a los agentes antifimicos
en los ratones.
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Pruebas Inmunolégicas

Con el objeto de desarrollar una prueba Gtil
en el diagnéstico de la tuberculosis se ha tratado
de demostrar la existencia de anticuerpos circulan
tes. Con este propésito se han estudiado las alte-
raciones electroforéticas del suero de los enfer--
mos tuberculosos.

La impureza de los antigenos usados en algu-
nas reacciones inmunolégicas ha dificultado carac-
terizar la posible especificidad de los anticuer--
pos circulantes encontrados.

De acuerdo con los métodos seguidos estas -
reacciones pueden clasificarse en:
a) Reacciones de fijacién de complemento.
b) Reaccién de aglutinacién.

c) Reacciones de precipitacién.
A. Reacciones de Fijacién de Complemento.

En 1901 Widal y Lesourd descubrieron anti- -
cuerpos fijadores de complemento en el suero de tu
berculosos.

En 1903, Bordet y Gengou usaron como antige-
no el bacilo tuberculoso.

En nuestro medio Leén en 1907 usé este tipo-
de reaccién tomando como antigeno el polisacéarido-
de M. tuberculosis,
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Reacciones de aglutinacidn

En 1948 Middlebrook y Dubois sensibilizaron eritro
citos con polisacdridos extraidos del bacilo tuber
culoso y describieron su reaccién de hemaglutina--

cién a la que consideraron con alto grado de espe-
cificidad.

En 1961 Takahashi y Ono aislaron una frac- -
cién lipida que |lamaron fosfétida y la usaron co-
mo antigeno obteniendo mejor aglutinacién de los -
eritrocitos sensibilizados con fosfatida. En 1966-
Dubois y White, utilizaron la reaccién de latex, -
sensibilizado con tuberculoproteina.

Reacciones de precipitacién.

En 1956-1958 Parlett y Youmans, usaron reac-
ciones de precipitacién, empleando como antigenos-
filtrados de cultivos de M. tuberculosis, y consi-

deraron que el objetivo de la prueba no se alcanzé
en el grado esperado.

En 1968 Zamora, Bojalil y Bastarrachea, ais-
laron dos polisacaridos con actividad inmunolégi--
ca, de N. asteroides y N. brasiliensis.

En 1965 Calderén y Alvarez, descubrieron una
nueva técnica basada en el gasto de suero antigama
globulina humana. E|l antigeno est& constituido por
bacilos de cultivo de 12 semanas en medio de Wi- =
brigde, muertos por calor a 100°C.

Todavia esta en estudio |la determinacién de-
una prueba con determinacién especifica suficiente
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para diferenciar la enfermedad activa de la inacti
va y para el diagnéstico temprano de la tuberculo-
sis.
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Resumen y Conclusiones

Como se puede observar en la presente tesis,
el estudio de la tuberculosis se remonta a tiempos
muy antiguos, en los que el hombre ya luchaba con-
tra esta temible enfermedad, hasta nuestros dias -
en que se han vislumbrado nuevos y amplios horizon
tes, a través de grandes investigadores que con te
nacidad y perseverancia han logrado dar un paso pa
ra el avance de este estudio.

Dentro de la clasificacién de Mycobacteria, -
vemos la cantidad de especies que han logrado cla-
sificarse, con diferentes pruebas |levadas a cabo-
para su diferenciacién, viendose que cada una de -
estas especies reaccionan de un modo diferente, y-
que gracias a esto se ha podido hacer dicha clasi-

ficacidén.

La composicién quimica y las propiedades bio
légicas de M. Tuberculosis, nos da una base para -
seguir el proceso de la tuberculosis humana y los-
tipos de esta que se pueden presentar, como son: -
la pulmonar, renal, meningitica, ésea, intestinal-

y miliar.

En el mecanismo de la alergia de la infeccio
nes tuberculosas se ve el proceso de inmunizacién-
del individuo, dentro de este proceso también en--
contramos el |lamado “"Fendémeno de Koch”.

Se menciona el mecanismo de las drogas utili
zadas contra la tuberculosis, |la combinacién de es
tas para obtener una mayor eficacia incluso, se vé
gque algunas cepas ya presentan una marcada resis--
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tencia, asimismo se mencionan las dosis a utilizar
y las pruebas de sensibilidad a las que deben some
terse las micobacterias, dentro de este mismo capi
tulo se senala el tratamiento, los efectos colate-
rales, v la toxicidad de algunos de estos medica--
mentos.

En las técnicas para la identificacién de -
los diferentes tipos de micobacterias, tenemos una
cantidad considerable que requiere de algunos reac
tivos peligrosos como son el bromuro de ciandégeno-
que es cancerigeno. lambién se sefialan otros méto-
dos de anélisis sencillos y menos peligros. Las -
pruebas de la catalasa y peroxidasa constituyen -
pruebas valiosas de escrutinio, para la identifica
cién de Mycobacteria.

Las deméds pruebas requieren de medios espe--
ciales y de reactivos mds complicados para efec- -
tuarse, aunque tienen mayor especificidad. El ori-
gen de las muestras nos dara la localizacién baci-
lar, dentro de este origen tenemos que seguir una-
forma para tomar una muestra debidamente.

En general la toma de las muestras es de - -
gran importancia, para la formulacién del diagnés-
tico clinico. La muestra debe ser obtenida del si-
tio mds adecuado para proporcionar el agente infec
cioso y debe ser manejada de tal forma que favorez
ca la sobrevida y el crecimiento de este.

Las muestras deben ser representativas del -
proceso infeccioso y deben tratarse a la mayor bre
vedad.
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Se hace hincapié en la toma de |las muestras-
mas comunes del laboratorio como son: esputo, ori-
na, liquidos de puncién, L.C.R., etc.

En el tratamiento de las muestras se especi-
fican los cuidados que debe tener el laboratorista
para el procesamiento adecuado y para obtener un -
me jor resultado.

En los métodos de identificacién de Mycobac-
teria, estd el examen bacterioldégico con sus dife-
rentes técnicas y microscopias para la identifica-
cibén, estas técnicas van desde la més simple como-
es la de Zielh-Neelsen, hasta las microscopias - -
fluorescentes.

En el capitulo referente a cultivos, vamos a
encontrar una gran variedad de éstos, asi como |a-
preparacién de dichos medios.

Para finalizar tenemos las pruebas in vivo -
en animales de experimentacién, como cobayos, cone
Jos, ratones, etc.

Y las pruebas inmunolégicas en las cuales su
fundamento es la reaccién antigeno anticuerpo.
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