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PROLOGO

Esta nueva edicion del manual “ldentificacion y Diagnéstico de Actinomicetos
Patégenos’, usado internacionalmente como texto de referencia en el laboratorio clinico para €l
estudio de los actinomicetales patdgenos, como en las ediciones anteriores, resulta del esfuerzo
gue en forma conjunta realizan los profesores-investigadores del Grupo Internaciona de
Investigaciones sobre |os Actinomicetal es Patogenos(GlIAP).

Este grupo se constituyo en €l afio 1980, con motivo del primer curso internacional sobre
actinomicetales, que fue dictado en la Universidad de Los Andes, Mérida, Venezuelay fue
durante la realizacion de este curso, cuando se decidié escribir un libro de texto en espariol que
pudiera ser utilizado durante los siguientes talleres. Estos cursos de carécter internacional fueron
dictados en Mérida (1980-1990) y en la Universidad Auténoma Metropolitana- Xochimilco,
Meéxico, (1990-1996) como resultado de estos cursos se presenta hoy la octava edicion del
manual, edicién la cual constituye un esfuerzo conjunto de la Universidad de Los Andesy de la
Universidad Auténoma Metropolitana- X ochimilco de México.

Esta iniciativa de trabajo de docencia e investigacion sobre los actinomicetos patdgenos
tiene su origen en la ciudad de Mérida, en la Universidad de Los Andes, cuando se rediz6 en
agosto de 1974, la primera Conferencia Internacional sobre la Biologia de Nocardiae,
conferencia la cual dio origen a la realizacion de otras reuniones similares y sucesivas a esta,
hasta ahora realizadas en los siguientes paises. Polonia, Alemania, México, Hungria, Rusia,
Coreade Sur, EE.UU, Japon, China, Canaday Australia.

De este esfuerzo han resultado numerosas publicaciones y asimismo se ha generado un
activo intercambio de estudiantes tanto de pre como de postgrado, en particular entre, Brasil,
Francia, México, Reino Unido y Venezuela, y, de una maneramuy especial entre los |aboratorios
de los investigadores miembros del GIIAP.

DR. JOSE ANTONIO SERRANO
Universidad de Los Andes
jaciel o@cantv.net

DR. A. HORACIO SANDOVAL Y TRUJLLO
Universidad Autonoma Metropolitana- Xochimilco
hsandov@correo.xoc.uam.mx

Abril 2005
Venezuela-México.
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Los ACTINOMICETOS

L os Actinomicetos son bacterias gram positivas que generamente en algin momento de su
ciclo de crecimiento desarrollan células filamentosas, ramificadas que fragmentan en elementos
cocoides y/o bacilares.

Los géneros dentro de este grupo son muy diversos e incluyen algunos patdgenos para
animales y e hombre. Los mas importantes de estos son los llamados corineformes y
nocardioformes y que incluyen los siguientes géneros. Corynebacterium (C.diphteriae),
Mycobacterium (M.tuberculosis), Nocardia (N.asteroides, N.otitidiscaviarum, N.brasiliensis),
Rhodococcus (R.equi), Gordona, Tsukamurella y Actinomadura (A. madurae).

Otros géneros importantes son: Streptomyces y Dermatophilus, asi como |os actinomicetos
anaerobios: Actinomyces, Arachnia y Rothia.

Aunque estos microorganismos han sido asociados con paises subdesarrollados del area
tropical y subtropical del mundo, con frecuencia variable, todos estos géneros han sido encontrados
en paises desarrollados como Estados Unidos, Europay Asia.

En & caso dd Brasil, Venezuela, México y € resto de Latinoamérica, asi como en algunos
paises africanos y en la India por € nimero de infecciones que se presentan anua mente se pueden
considerar problemas importantes de salud publica.

Por muchos afios los principales esfuerzos se han enfocado en estudiar las enfermedades
causadas por Nocardia, asi como entender sus mecani smos de patogenicidad. Dado que Nocardia y
Mycobacterium estan filogenéticamente muy relacionados, se espera que los modelos
experimentales desarrollados para uno de los géneros puedan servir para explicar €
comportamiento del otro, ademas de que ambos microorganismos pueden causar enfermedades
muy parecidas en € humano, caracterizadas por una enfermedad pulmonar cronica que se puede
diseminar hasta otros érganos del cuerpo.

Las nocardias se diferencian de la micobacterias por que tienden a causar infecciones
piogénicas con formacion de abscesos, mientras que Mycobacterium generdmente induce una
respuesta granulomatosa, aunque bgo ciertas condiciones las nocardias también inducen €
desarrollo de granulomas. Otra diferencia que encontramos entre estos dos géneros es que aungue
M.tuberculosis y N.asteroides pueden invadir e sistema nervioso central, M.tuberculosis causa
preferentemente meningitis; mientras que Nocardia causa lesiones cerebrales, en algunos casos de
tipo cronico degenerativo.

Por otro lado, a diferencia de M.tuberculosis y N. asteroides, las deméas especies de
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Nocardia prefieren las regiones mas frias del cuerpo causando serias lesiones dérmicas (nocardiosis
cutanea) o micetomas cuando también se involucran musculo y hueso. Consecuentemente, las
enfermedades causadas por Nocardia se asemejan mucho a las causadas por M.leprae, especie ala
gue también estan estrechamente relacionadas filogenéticamente. En Brasil México y Venezuela
los micetomas causados por N.brasiliensis y la tuberculosis causada por M.tuberculosis
representan, entre otros, serios problemas de salud publica que requieren urgentemente, atencion
por parte de las autoridades sanitarias y también de las ingtituciones encargadas de laformacion del
personal que constituiralos equipos de salud.

Es evidente que la clave para un tratamiento exitoso de estas enfermedades depende de un
diagndstico certero y temprano, seguido por € mango y cuidado apropiados del paciente. Las
infecciones causadas por actinomicetos, por lo general, son dificiles de diagnosticar, en parte
porque Se supone que son infecciones raras y por lo tanto los laboratorios de diagndstico no estan
preparados para efectuar su identificacion ademés, estos microorganismos pueden dar cuadros
clinicos no bien definidos, ademas de crecer lentamente en los medios de cultivo y en las que las
pruebas usadas para su identificacion tardan a veces hasta uno o dos meses en producir resultados;
como consecuencia las infecciones causadas por actinomicetos, generamente, no son
diagnosticadas atiempo y con frecuencia slo son reconocidas durante la autopsia.

Paraddjicamente se ha establecido que estas infecciones responden megjor alaterapias se
tratan de d inicio de las misma, de donde se desprende que € diagndstico a tiempo es clave para
que € tratamiento sea exitoso y se garantice lacura

El buen diagndstico de las infecciones por actinomicetos requiere, para empezar, de dos
condiciones; que e laboratorio considere la posibilidad de encontrar un actinomiceto en la muestra
y por lo tanto esté preparado paraello, y la habilidad clinicadd médico que le haga sospechar de la
presencia de un actinomiceto involucrado en € proceso infeccioso de su paciente. Asi, médico y
laboratorio, entrenados en la bUsqueda de estos microorganismos seguramente hardn un
diagnostico acertado.

Con d entrenamiento y lainformacion provista por este libro, los integrantes del equipo de
saud estardn capacitados para reconocer y diagnosticar infecciones causadas por actinomicetos.
Esta formacion adecuada puede ayudar a salvar vidas e incrementar los niveles de salud de las
comunidades de campesinos, particularmente las marginadas, en donde se encuentra la incidencia
més alta de micetomas y otras infecciones por actinomicetos.
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TABLA 1.1 CLASIFICACION DE ACTINOMICETOS

FAMILIA CARACTERISTICAS GENERO
Actinomyces

Filamento ramificado con fragmentos. Sin Agromyges

Arachnia

Actinomycetaceae

micelio aéreo. Paredes celulares variables que
incluyentipoVy VI.

Bacterionema
Bifidobacterium

Rothia
GRUPO A Actinoplana
Sin micelio aéreo. Ampullariella
Pared celular tipo I1. Dactilosporangium
Zoosporas en vesicula (esporangio).
Actinoplanacese GRUPO B
Micelio Aéreo Planobispora
Pared celular tipo 111 Planomonospora

Esporas con motilidad o sin ella, formadas
dentro de vesiculas (esporangio)

Spirillospora
Streptosporangium

Dermatophilacese

Micelio dividido en todos los planos, sin
micelio aéreo.

Pared celular tipo I11.

Forma elementos métiles (zoosporas).

Dermatophilus
Geodermatophilus

Frankiaceae

Simbidticas obligadas, formando nédulos en
raices de plantas no leguminosas que pueden
fijar nitrégeno.

Frankia

Micromonosporaceae

Unicamente micelio vegetativo.
Pared celular tipo 1
Forma esporasindividuales, sensibles al caor.

Micromonospora

Mycobacteriaceae

Crecen como bacilos, filamentos ramificados,
ocasionalmente con micelio rudimentario.
Fuertemente acido resistente. Pared celular

Mycobacterium

Tipo IV. Alto contenido en lipidos que incluye Mycrococcus
&cidos micolicos.
Micelio vegetativo que fragmenta, forma acidos Rhodococcus
nocardiomicolicos (lipido LCN-A). Pared Micropolyspora
celular tipo IV. Se pueden formar cadenas de Nocardia
esporas en & micelio vegetativo y aéreo.
Micelios vegetativos no fragmentados.

Nocardiacese Micelio aéreo. Chainia

Aerobios. Pared celular tipo |. Esporas
presentes en micelio aéreo, pero también
pueden ser observadas en micelios vegetativos.
Cadenas de artrosporas formadas dentro de una
vaina. Esporas principalmente no maétiles

Elytrosporangium
Intrasporangium
Kitasatoa
Microellobisporia
Streptoverticillium
Streptomyces
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TABLA 1.1 CLASIFICACION DE ACTINOMICETOS
(Continuacion)

FAMILIA CARACTERISTICAS GENERO
Micelio aéreo y vegetativo que fragmenta.
Pared celular tipo 111.
Forman endosporas resistentes a caor. Thermoactinomyces

Thermoactinomycetaceae Actua mente ya no se considera dentro de los

Actinomycetales, sino dentro de la Familia

Bacillaceae
Micelio aéreo y vegetativo. Actinomadura
Micelio vegetativo puede fragmentar. Microbispora
Pared celular tipo |11 (algunos V) Microtetraspora
Thermomonosporaceae Saccharomonospora
Esporasindividuales, en paredes o en cadenas Thermomonospora

cortas, encerradas en vaina

1. Micelio rudimentario, serompe en
elementos matiles. Gram negativos. Mycoplana

2. No formamicelio aéreo. Micelio vegetativo
rompe en elementos métiles
(fragmentacion de esporas). Pared celular Oerskovia
tipo V.

3. Sin micelio aéreo. Fragmentos de micelio
vegetativo, producen esporas individuales.

No designados I:e_lpared gellular contiene lisina pero no Promicromonospora

acido aspartico.

4. Micelios aéreosy vegetativos no
fragmentados. Pared celular tipo IV.
Esporas formadas en micelios vegetativo y Pseudonocardia
aéreo.

5. Sin micelio vegetativo. Pared celular tipo |.
Peduincul os que soportan cadenas cortas de
00sporas. Sporichthya

Fuente: Serrano, José A ,Sandova Trujillo, A.H.,. “Manual de Laboratorio parael Estudio de los Actinomicetales
Pat6genos’. 12 ed. Universidad delos Andes, Mé&rida, Venezuela, 1992
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BIOLOGIA DE LOS ACTINOMICETOS DE IMPORTANCIA MEDICA
Y ORGANISMOS RELACIONADOS

Se definen como bacterias filamentosas Gram positivas que frecuentemente forman células
ramificadas. Existen muchos géneros, sin embargo, Unicamente discutiremos algunos de los més
frecuentes asociados con enfermedades.

Actinomyces.
Corynebacterium.
Mycobacterium.
Nocardia.
Streptomyces
Actinomadura.
Faenia.
Dermatophilus.
Geodermatophilus.
Rhodococcus.
Nocardiopsis

ACTINOMYCES

Bacterias Gram positivas, no acohol-acido-resistentes, no maétiles y no forman esporas.
Pueden predominar los filamentos con verdaderas ramificaciones y las colonias son
particularmente evidentes después de 18-48 horas. Las células difteroides o bacil os ramificados son
comunes. Pueden ocurrir formasen “V”, “Y”,y “T”. Los filamentos de 1mm 6 menos de didmetro,
varian en longitud y grado de ramificacion dependiendo de la cepa.

Quimiorgandtrofos, los carbohidratos son fermentados con produccion de &cido, pero no de
gas. Los productos finales de la fermentacion de la glucosa pueden incluir &cido acético, formico,
l&ctico y succinico, pero no acido propionico.

Actividad proteolitica rara, pero s est4 presente es debil. No produce indol. Ureasa
negativa. Algunas especies poco comunes pueden mostrar alfay beta hemdlisis de células rojas de
congjo.

La peptidoglicana de la pared celular puede incluir glucosa, galactosa, ramnosa y otros
desoxiazlicares. La arabinosa no esta presente. El nitrogeno organico es requerido para €
crecimiento.

Anaerobios facultativos, la mayoria son preferentemente anaerdbicos, agunas especies

crecen bien aerdbicamente. EI CO, es requerido para lograr € méximo crecimiento. Catalasa
positiva o negativa.
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Ciertas especies son patdgenas para € hombre y/o los animales. Hay cuatro especies
reconocidas como habitantes normales de la cavidad oral humana.

Especie tipo: Actinomyces bovis (actinomicosis en animales)
Actinomyces bovis

Las microcolonias en 18-24 horas sobre agar, Brain Heart Infusion (BHI) (observadas a
100x) son circulares de borde completo, planas, granulares a lisas, suaves y pueden mostrar un
“niclec” central granular denso. Cepas ocasionales pueden formar colonias filamentosas
(semgjantes a A.israelii) y algunas cepas pueden producir colonias, tanto lisas como filamentosas.
L as macrocolonias producidas en 7 a 14 dias sobre agar BHI 0 agar sangre son de 0.5 a 1.0 mm de
diametro, convexas, circulares, borde entero, opacas, blancas, butirosas con superficie lisa o
granular. Algunas cepas pueden producir colonias irregulares, acumuladas, en A.israelii no se ha
reportado micelio aéreo. No producen pigmentos. No hay hemdlisis en agar sangre.

En medio liquido generamente producen un crecimiento difuso, € cua se asenta en €
fondo y tiene apariencia escamosa cuando se agita. Algunos aislamientos producen un crecimiento
M&S VisCcoso; otros un crecimiento granular semejante a A.israelii, excepto que los gréanulos son
generalmente suaves'y se rompen con facilidad.

No se han reportado requerimientos especificos de crecimiento, a excepcion de agunas
cepas que son serofilicas.

Anaerobio facultativo, crece megjor en presencia de dioxido de carbono. Crecimiento
aerdbico esparcido. En tubos de agar profundo hay una zona densa de crecimiento 1 6 2cm. existe
abgjo de la superficie con colonias lobuladas, suaves aidadas de la profundidad del agar.
Temperatura éptima de 35°C a 37°C.

Los aminoacidos, principalmente, de la pared celular son alanina, &cido aspartico, acido
glutamicoy lising; € acido diaminopiméico y laornitina no estan presentes.

El &cido aspartico puede estar ausente en cepas filamentosas. Los azlicares incluyen
ramnosa, glucosa, manosa, fucosay desoxitalosa (variable); la arabinosa no esta presente. Sensible
apeniciling, estreptomicing, tetraciclina, cefalosporinay lincomicina.

Serol 6gicamente designado como grupo B con serotipos 1y 2; las cepas filamentosas son
predominantemente serotipo 2. Con latécnica de anticuerpos fluorescentes no hay reaccion cruzada
entre los dos serotipos 0 con otras especies de Actinomyces. Las técnicas de difusion de gd y
aglutinacion de pared celular pueden también ser usadas.

Producen la “mandibula terrosa’ en e ganado (supuestamente e hébitat principal). Infecciones
similares se han descrito en cerdos, cabalos y otros animales; pero las especies involucradas no pudieron ser
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determinadas debido a la inadecuada descripcion. No se han establecido infecciones en e hombre. Se han
producido infecciones experimentales en hdmsteresy ratones.

Los “granulos de azufre’” son producidos en infecciones de los animales, estos granulos
contienen un complglo polisacarido-proteina, asi como Oxido de cacio, pentdxido de fésforo y
fosfato é&cido probablemente ocurriendo como apatita pobremente cristalizada. El contenido de G +
C del ADN de la cepa neotipo sugerida es 63 moles % (Ty).

Actinomyces israelii (actinomicosis humana)

La actinomicosis en € hombre, provoca una enfermedad caracterizada por una condicion
cronica supurativay que se difunde periféricamente através de los tgjidos. Esta cepa representa una
parte importante de laflorabucal normal. A.israelii crece en la superficie dental y gingival, ademas
de que pueden asociarse con la caries dental; estos organismos son anaerobios y catal asa negativa.
Las colonias forman granulos dentro del pus. Estas colonias son generalmente de color amarillo y
se denominan “granulos de azufre”. El organismo es Gram positivo y usualmente no alcohol-acido-
resistentes.

Laramificacion no se presenta en los “granulos’ formados sobre el pus; sin embargo, sobre
lasuperficie del agar si existe, sendo extensivay produciendo colonias en formade “arafia’.

L as lesiones actinomicaticas usua mente contienen un gran nimero de bacterias mezcladas,
las cuales pueden ser importantes en € inicio de lainfeccién humanapor A.israelii.

Existen tres zonas de mayor frecuencia de infeccion primaria en € hombre: cérvicofacia,
toracicay abdomina.

1. Laforma cérvicofacial es a menudo referida como “mandibula terrosa’ y se caracteriza
por una lesién granulomatosa local, que puede estar endurecida (estos endurecimientos son muy
firmes o duros) y supurativa.

Se observala presenciadefistulasy por medio de ellas puede drenar €l material supurativo.
El organismo puede estar en el pus como filamentos individuales, pero generamente se encuentra
en forma dura, “granulos de azufre” lobulados o con aristas. La lesion primaria estd cominmente
presente en la mandibula o maxilar y probablemente resulta por la extension de regiones dafiadas o
traumatizadas que rodean a diente. Los organismos se pueden extender del maxilar a los huesos
Craneanos, meninges o cerebro. Las |esiones Gseas ocurren con frecuencia.

2. La forma torécica probablemente resulta de la inhalacién de los organismos de las
superficies dentales o de organismos que pueden estar presentes en las cavidades amigdainas. La
actinomicosis pulmonar generalmente se desarrolla en la region hiliad o en las éareas
parenguimatosas basales del pulmon con consolidacion gque se puede extender através de la pleura.
Las lesiones pleuraes se pueden extender a traves de la pared torécica y pueden involucrar alas
costillas.
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3. La forma abdomina frecuentemente empieza en e apéndice y puede resultar de
organismos ingeridos. La forma abdominal puede producir inicialmente sintomas de “apendicitis
cronica’. Las lesiones en @ colon son dolorosas y tumorales. La enfermedad se puede extender a
higado y otras partes del cuerpo.

Las microcolonias de 18-24 horas sobre agar BHI (observadas a 100x) estdn compuestas de
filamentos ramificados de longitudes variables originados de un punto singular y sin un centro
denso distinto. Algunos cultivos (cepa 20/64) pueden producir colonias formadas de filamentos
ramificados angulares cortos, 0 pequeiias colonias compactas rugosas sin filamentos en la orilla.
Las macrocolonias sobre agar, BHI después de 7-14 dias de incubacién, son rugosasy de 0.5y
3.0mm de diametro. Estas colonias son circulares o irregulares, convexas, apiladas, onduladas,
recortadas o |obuladas; blancas ablanco cremoso y friable o dura.

La superficie puede ser granular u ondulada produciendo colonias descritas como “diente
molar”, “semejando frambuesas’ o “semeando migajas de pan”. Algunas cepas producen colonias
lisas, las cuales son circulares o irregulares, convexas, umbonadas o0 pulvinadas, enteras, opacas
blanco grisaceo y blandas. Las colonias tienen una apariencia similar sobre agar sangre y no son

hemoliticas.

No se han observado hifas aéreas. No hay produccién de pigmentos. En medio liquido, €
crecimiento es generamente en forma de masas compactas discretas o “granulos’ de tamario
variable en un medio transparente. Algunas cepas (0 /53 dd serotipo 1; 9/11 del serotipo 2)
producen un crecimiento difuso y viscoso.

Los productos finales de cultivos en glucosa son los mismos para €l género con la tasa de
&cido | &ctico/écido succinico aproximadamente 2:1.

En tubos de agar profundo no hay crecimiento en e centimetro superior y después existe
una zona de crecimiento denso. Las colonias |obuladas més profundas en € agar pueden llegar a
ser filamentosas. Latemperatura éptima es de 35°C a 37°C.

La pared celular contiene ornitina; algunas cepas contienen cantidades apreciables de &cido
aspartico, glicinay leucina. Los azlcares incluyen galactosa con solo pequefias cantidades de otros
azucares.

Sensible a penicilina, tetraciclina, cloranfenicol, cefalosporinay lincomicina.

Serol6gicamente designado como grupo D con serotipos | y I1. Identificable usando la
técnica de anticuerpos fluorescentes. No ocurren reacciones cruzadas con otras especies excepto a
baja concentracion con A.naeslundii y A.viscosus; algunas cepas tienen reacciéon cruzada a baja
concentracion con Propionibacterium acnes. La identificacion serolégica es también posible
usando las técnicas de difusion en gel o aglutinacién de pared celular.
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Causa actinomicosis humana y ocasiondmente infecciones en ganado. Infecciones
experimentales han sido producidas en hamsteres, ratones 'y congjos. Los “granulos de azufre” son
producidos en infecciones humanas y animales. La fuente de infeccion es enddgena puesto que su
habitat normal es la cavidad orad del hombre incluyendo las cavidades amigdadinas y caculos
dentales.

El contenido de G + C del ADN de la cepa neotipo sugerida es 60 moles % (Ty).

En e hombre la actinomicosis puede ser distinguida de infecciones fangicas verdaderas,
tuberculosis, carcinoma, apendicitis, infecciones estafilocdcicas, abscesos hepaticos y osteomidlitis
causados por otros organi Smos.

Los granulos caracteristicos pueden también ser vistos en otras infecciones, tales como la
causada por N.brasiliensis. Sin embargo, la presencia de “granulos de azufre” y organismos
filamentosos ramificados Gram positivos que crecen anaerébicamente sobre medios de cultivo, es
indicativo de actinomicosis. La serologia no es confiable.

La actinomicosis es una enfermedad grave que puede producir la muerte. Sin embargo, la
enfermedad generalmente responde bien a la penicilina (la droga de eleccion). La eritromicinao la
tetraciclina pueden ser sustitutos en pacientes sensibles a la penicilina. La cirugia es cominmente
necesaria para drenar 10s abscesos extensivos.

Frecuentemente la enfermedad no es diagnosticada sino hasta la autopsia. La frecuencia
exacta de actinomicosis en general no es bien conocida;, pero aparece como una enfermedad
endogena esporadi ca que puede frecuentemente ser no diagnosticada o mal diagnosticada.

Actinomyces naeslundii

Organismo microaerofilico facultativo, puede crecer aerébicamente en agar sangre con un
medio ambiente incrementado de bioxido de carbono. Estos microorganismos pueden ser
diferenciados de A.israelii por los requerimientos de oxigeno, morfologia colonia y por no ser
patdgeno. Se encuentra en labocay puede estar involucrado en laformacion de cal cul os dentales.

Las microcolonias en 18-24 horas sobre agar BHI (observadas a 100x) tienen una masa
densa de células difteroides y filamentos enredados en su centro, rodeados en la periferia por
filamentos radiados, curvados y ramificados. Ocasionamente las colonias no son filamentosas,
pero son planas y redondas con borde entero. Las macrocolonias sobre agar BHI después de 7-14
dias de incubacion son de 1.0 a 3.0 mm. de didmetro, convexas, redondas con margen entero o
rizado, superficie lisa o finamente granular, blancas y suaves. Menos cominmente las colonias
estdn acumuladas o irregularmente lobuladas y pueden semejarse a la colonia “diente molar” de
A.israelii. Una sola cepa puede producir ambos tipos de colonias; pero en subcultivos repetidos
usua mente produce sdlo lacolonialisa
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En medio liquido € crecimiento es generamente como una masa floculenta hacia e tope,
con algunos granulos discretos y suaves en la parte de abgjo.

Lamayoria de las cepas crece aerdbicamente sobre medio solido. Latemperatura Optima es
35°C a 37°C. La pared celular contiene orniting, glicing, leucina y &cido aspartico presentes en
pequefias cantidades. Los azlicares incluyen glucosa, manosa, ramnosa, 2-desoxitalosay fucosa
L as sensibilidades a | os antibiéticos no se han reportado.

Serol 6gicamente designadas como grupo A, con serotipos 1y 2. Identificables usando la
técnica de anticuerpos fluorescentes con reacciones cruzadas de bajo titulo con A.israelii y
A.viscosus. Reacciones cruzadas adicionales con A.odontolyticus y Arachnia propionica usando
técnicas de difusién en gel o aglutinacion de pared celular.

Se han reportado infecciones humanas y han sido producidas experimentalmente en
ratones, reportandose destruccion periodontal en las ratas. Su habitat es la cavidad oral humana,
incluyendo las cavidades amigdalinas y calculos dentales.

Actinomyces odontolyticus

Aidado de caries dentad profunda, representa parte de la flora normal oral. Puede crecer
aerdbicamente en agar sangre, pero crece mejor anaerdbicamente o con dioxido de carbono. Las
microcolonias de 24-48 horas sobre agar BHI (observadas a 100x) son generalmente lisas,
completas y muchas tienen centros densos. Unas pocas cepas forman microcolonias filamentosas
semejantes a la “colonia arafia” de A.israelii. Las colonias pequefias (alrededor de 1 mm) sobre
agar sangre son circulares o irregulares, poco convexas, lisas a ligeramente granulares y enteras.
Pueden producir un érea de enverdecimiento alrededor de las coloniasy semejan a-estreptococos.

L as macrocolonias sobre agar BHI después de 7-14 dias de incubacién son de 1 a2 mm. de
diametro, circulares a irregulares, elevadas, convexas o umbonadas, lisas 0 granulares, enteras o
irregulares, opacas, blancasy suaves.

Las cepas que producen microcolonias filamentosas pueden producir colonias maduras,
rugosas semejantes alas colonias “ diente molar” de A.israelii. Sobre agar sangre de conegjo, carnero
o cabalo, las colonias maduras semejan a aquellas sobre agar BHI excepto que la colonia es rojo
obscuro a la luz transmitida. Este pigmento puede aparecer en 2 a 14 dias y puede desarrollarse
mejor cuando un cultivo que crece anaerdbi camente se deja aerdbi camente a temperatura ambiente.
L as colonias pigmentadas pueden ser dificiles de subcultivarse.

El crecimiento en medio liquido es generdmente uniforme y turbio pero algunas veces es
floculento.

Los productos finales de cultivos en glucosa incluyen &cido acético, acido férmico, écido
succinico y écido lactico.
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La mayoria de las cepas requieren suero para su buen crecimiento. Algunas cepas pueden
crecer aerdbicamente sobre agar sangre. Latemperatura 6ptimaes 35°C a 37°C.

La pared celular contiene ornitina. Los azUcares incluyen desoxitalosa, fucosa, galactosa,
glucosa, manosa 'y ramnosa; la arabinosa no esta presente. Los resultados estan basados en cinco
cepas. No se ha reportado sensibilidad a antibiéticos.

Serol6gicamente designado como grupo E con serotipos 1 y 2. Identificable usando la
técnica de anticuerpos fluorescentes con reaccion cruzada de bajo titulo solamente con A.viscosus.

Reacciones cruzadas de bgjos titulos se han reportado con A.naeslundii y A.israelii usando
las técnicas de difusion en gel 0 aglutinacion de pared celular.

Se le ha aidado de caries dentales profundas en humanos, pero la relacion de este
organismo con la enfermedad no se ha establecido. Lesiones minimas producidas en ratones. Su
habitat normal es la cavidad bucal del hombre. El contenido de G + C del ADN de la cepa tipo es
62 moles % (Tw).

Actinomyces viscosus

Anaerobio facultativo que crece mejor afadiendo bidxido de carbono. Esta especie aidada
de la cavidad ora puede ser importante en la formacion de la placa subgingival y no parece ser
patégena para € hombre. Las microcolonias de 18-24 horas sobre agar BHI (incubadas
aerdbicamente con bioxido de carbono) tienen un centro denso con un borde filamentoso
(observadas a 100x).

Después de ser transferidas varias veces, agunas cepas produciran microcolonias lisas, las
cuales son circulares con una superficie atamente granular, borde entero y algunas tienen un
pequefio centro Opticamente oscuro.

Las macrocolonias sobre agar BHI después de 7 dias de incubacidn, son circulares,
convexas, acumuladas, lisas, enteras, de color crema a blancas, brillosas u opacas, suaves o
mucoides. Presentan micelio aéreo.

Las colonias de cepas aidadas de hamsteres a menudo tiene un orificio excéntrico cercano
al bordey una apariencia granular o escarchada.

Las cepas humanas muestran varias estrias radiales o concéntricas y agunas veces
depresiones centrales poco profundas. Las colonias maduras “lisas’ son redondas, enteras, poco
convexas, lisasy transparentes con un “nucleo” central épticamente oscuro.

En medio liquido € crecimiento es difuso con un sedimento viscoso (variable entre cepas)
el cual daunahebramucoide o viscosa cuando se agita.
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Los productos finales de cultivos que crecen en glucosa incluyen acido lactico como
producto principal con pequefias cantidades de &cido formico, &cido acético y écido succinico.

Anaerobios facultativos, crecen mejor con bidxido de carbono; se obtiene meor
crecimiento en condiciones aerébicas con bidxido de carbono; fijan € CO, para formar é&cido
succinico.

La pared celular contiene ornitina. Los azlicares incluyen galactosa, glucosa, manosa y
ramnosa. No se ha reportado sensibilidad a antibiéticos. Serol égicamente designado como grupo F
con serotipos 1 y 2. ldentificable usando la técnica de anticuerpos fluorescentes con reacciones
cruzadas de bgjo titulo con A.naeslundii y A.odontolyticus.

Las pruebas de difusion en gel muestran reacciones cruzadas con A.viscosus, A.israelii y
A.naeslundii. La enfermedad periodontal con placa subgingival ocurre espontaneamente en
hamsteres. Las infecciones experimentales han sido producidas en ratones con cepas de hamsteres,
la patogenicidad para € hombre no se ha establecido. Esta especie ha sido aidada de la cavidad
ora de hamsteres, ratay el hombre. El contenido de G + C de ADN de la cepatipo es 63 moles %
(Tm).-

Actinomyces pyogenes

Céulas cocobacilares de crecimiento aerobio (sn CO,), hidrolizan caseina, gelatina
amidon, Dnasa y tween 40; en cultivos liquidos presenta formas cocoides y elementos
cocobacilares, las formas bacilares son irregulares y presentan extremos turgentes y redondeados; o
filamentos cortos, larespuestatintorial a Gram es de positivaa variable, las macrocolonias en agar
BHI son de 2mm 6 mayores, elevadas, de margenes enteros, opacas, de color blanco a
gris-blanquesino, lisas y blandas en régimen aerdbico, crece en presencia o0 ausencia de CO,, en
régimen anaerdbico silo crece en presencia de CO,, es capaz de crecer de 30 a 36 + 1°C; acidula,
coagula y peptoniza la leche tornasolada. El perfil de pruebas enziméticas APl es positivo para
Leucina arilamidasa, B-galactosidasa, 3-glucoronidasa, N-acetil--glucosaminidasa, los cultivos de
24 h son lisados por lisozima més Succinil Dodecil Sulfato (SDS), digiere con formacion de écido
el adonitol, arabinosa, celobiosa, dextrina, galactosa, glucosa, glicogeno, meso-inositol, lactosa,
maltosa, manosa, ribosa, sorbitol, trealosay xilosa, produce B-hemalisis en eritrocitos humano, de
cordero y de caballo; crecen en agar BHI adicionado de NaCl 2%, bilis 5%, 10% y 20%,
taurochocol ate sodico 0.2%, telurito de potasio 0.01% y azida de sodio 0.005%.

Actualmente A.pyogenes parece ser seroldgicamente homogéneo, sin embargo se han
observado reacciones cruzadas importantes entre esta especie y A.odontolyticus serovar 2.

El nicho de A.pyogenes es presumiblemente como comensal sobre las superficies mucosas
de animaes de sangre caiente, causa una variedad de enfermedades patogénicas, en muchas
especies de animales domésticos y en e hombre, que incluyen: Mastitis y peritonitis en vacas,
pleuritis en cerdos asi como varias formas de lesiones supurativas en corderos, congjos y caballos,
en & hombre puede causar faringitis aguda, uretritis y procesos supurativos cuténeos y
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subcutaneos.
Actinomices denticolens

Las microcolonias son usualmente lisas y no filamentosas, sin embargo, las microcolonias
muy jévenes pueden mostrar ocasiona mente formacién de filamentos de crecimiento aerébico (sin
COy), reduce nitritos, hidroliza la caseina, € perfil de pruebas enzimaticas APl es positivo para
leucin-aril-amidasa, fosfatasa &cida, fosfamidasa, o y B-galactosidasa, o y B-glucosidasa, digiere la
glucosa, meso-inositol, manitol y rafinosa con formacion de écido, en medio liquido presenta
bacilos ramificados irregulares con extremos turgentes y redondeados con filamentos cortos. La
respuesta tintorial a Gram es positiva, € tamafio de la macrocolonia es de 2 mm en agar BHI o
menor, elevada, de bordes continuos, opaca, de blanca a gris-blanquesina o rosa paido cuando
crece en agar sangre, lisa 'y suave; en régimen aerdbico crece en la superficie del medio en
presencia 0 ausencia de CO,, en régimen anaerobico crece débilmente sin CO, y crece bien en
presencia de CO,, su temperatura de crecimiento es de 36 C, reduce nitratos e hidroliza esculina.
La estructura seroldgica y antigénica de A.denticolens no ha sido estudiada, sin embargo, datos
preliminares obtenidos con antisueros de otras especies de Actinomyces, indican que A.denticolens
representa una entidad serolégica claramente distinta de otros miembros del género incluyendo
A.naeslundii. El hébitat norma de A.denticolens es la cavidad ord del ganado vacuno,
especiamente en la placa dental, no se ha reportado patogenicidad. El contenido de G + C de ADN
delaespecieesde 65.9 a67.7 moles % (Tw).

Actinomyces lowelli

La morfologia celular es de bacilos irregulares y filamentos cortos. Las microcolonias de
A.lowelli no han sido descritas en detalle, las colonias maduras crecidas anaerobicamente en agar
sangre de cabalo son blancas, lisas, brillantes, trandUcidas, de bordes completos, convexas y
mayores de 2mm de diametro. En agar BHI da colonias elevadas de transparentes a opacas, de
blanco a gris-blanquecinas, lisas, suaves; en régimen aerobio (sin CO,) da respuesta positiva a la
catalasa, hidrolizala arabinosa, rafinosa, trealosay xilosa, larespuestatintorial al Gram es positiva,
su temperatura de crecimiento esde 36 + 1°C.

Su estructura seroldgica y antigénica no se ha estudiado, su hébitat normal es la cavidad
oral del ganado vacuno, especiamente en la placa dental, no se ha reportado patogenicidad, €
contenido de G + C del ADN esde 65.4 a67.3 moles% (Ty).

Actinomyces hordeovulneris

Son céulas bacilares ramificadas irregulares con extremos turgentes, se observan cuerpos
esféricos grandesy filamentos cortosy largos. Las microcolonias de A.hordeovulneris creciendo en
agar de soyatripticaseina o BHI adicionado con 10 a 20% de suero fetad de ternero (favorece
grandemente e crecimiento), son regularmente filamentosas y similares a A.israelii, las colonias
maduras son opacas, blancas o gris-blanquecinas, adheridas a agar y presenta forma de diente
molar con tendencia a cambiar a formas conicas, blancas, con forma de clpula, butirosas y menos
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adherentes cuando se subcultivan en laboratorio. En régimen aerobio (sin CO,) son débilmente
positivas a la catalasa, hidrolizan la esculina, celobiosa, trealosa, xilosay débilmente laramnosa, la
respuestatintorial al Gram es positiva, crecen en régimen aerobio o anaerobio en presenciade CO,,
su temperatura de crecimiento es de 36 + 1°C, ligeramente positivo a la catalasa, hidroliza la
esculina, arabinosa, melobiosa, rafinosa. Estudios seroldgicos preliminares indican que existe un
cierto grado de reactividad cruzada con algunas especies de Actinomycesy Rothia.

El contenido de G + C del ADN delacepatipo es 67 moles % (Tw).

Actinomyces meyeri

Son células cocobacilares, bacilos irregulares con extremos turgentes y redondeados o
cuadrados, se observan formas esféricas grandes, filamentos cortos, puede ser dificil demostrar la
presencia de ramificaciones, pueden observarse filamentos rectos o curvos, largos no ramificados
cuando € medio de cultivo pierde uno 0 mas de los componentes dptimos para € crecimiento,
ocasionalmente se observan extremos turgentes, las microcolonias son lisas y no filamentosas, en
agar BHI las colonias maduras tienen un tamafio de 2 mm o menor, planas elevadas de margenes
enteros, de transparentes a opacas, blancas o gris-blanquecinas, lisasy suaves. En régimen aerobico
crecen con CO, en régimen anaerdbico crecen en presencia o ausencia de CO,, su temperatura de
crecimientoesde 30a36 + 1°C.

Larespuestaa Gram es positivao variable, d perfil de pruebas enziméticas APl es positivo
para leucin-arilamidasa, valin-arilamidasa, cistin-arilamidasa, o-glucosidasa, los cultivos de 24 h.
son lisados por lisozima més SDS, hidroliza con formacion de &cido la amigdalina, arabinosa,
gliceral, ribosa, xilosa, en agar BHI adicionado de sangre las colonias son de 1 mm o menores,
circulares planas o convexas, trand Ucidas u opacas, blancas con superficie lisay brillante y bordes
enteros, algunas cepas pueden ser a-hemoaliticas, cultivos en caldo PGY (Peptone-Glucose-Y east
extract) de 5 dias de incubacién solo presenta unaturbidez discretay un sedimento ligero, tienen un
pH de 4.6 a 5.0, agunas cepas tienen un requerimiento absoluto de vitamina K, y su crecimiento es
fuertemente estimulado por la adicion de 0.02% de tween 80 o por carbohidratos fermentables, e
suero también puede estimular € crecimiento.

El principal hébitat natural de A.meyeri es € surco periodontal, pero se le ha aisdado de
abscesos cerebrales y fluido pleural y menos frecuentemente de abscesos del &rea cervicofacial,
caderas, manos, piesy brazos, también de heridas de mordedura. El contenido de G + C ded ADN
de la especietipo es de 67 moles % con una variacion intraespecificade 64.4 d 67.2 moles % (Tw).

Corynebacterium

Bacilos rectos o ligeramente curvos con segmentos irregularmente tefiidos. Frecuentemente
muestran dilataciones en forma de clava. La divison por ruptura brusca (snapping) produce
arreglos celulares angulares y en empalizada. Generadmente no métiles. Gram positivos, aungque
algunas especies pierden facilmente la tincion, especiamente los cultivos vigos, los granulos,
intracitoplasmaticos de volutina, sin embargo, son fuertemente Gram positivos. No acohol-
&cido-resistentes.
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La composicion de la pared celular se caracteriza por la presencia de é&cido
meso-diaminopimélico como e acido diaminado de la peptidoglicana y por un polisacarido que
contiene arabinosa, galactosa y a menudo manosa. Son quimiorganétrofos. metabolismo de
carbohidratos oxidativo-fermentativo.

No producen hemolisinas solubles, pero sobre medio sélido con sangre, puede ocurrir la
lisis de las células rojas que estén en contacto con la colonia. Algunas especies patdgenas producen
exotoxinas.

Aerdbicos y anaerdbicos facultativos; crecen mejor aerébicamente, a menudo con una
pelicula superficial. Catalasa positiva.

El contenido de G + C dd ADN reportado varia de 52-68%; pero si se consideran las
determinaciones por Ty y densidad de flotacion, solamente, la mayoria de las especies estén
probablemente en & rango 57-60%. Ampliamente distribuidas en la natural eza.

Especie tipo: Corynebacterium diphtheriae.
Corynebacterium bovis.

Sobre agar nutritivo con 0.1% de Tween 80, las colonias son blancas o cremosas, circulares
con borde entero, ligeramente brillantes, con un diametro cercano a 1 mm en 24-48 hrs. de
incubacion. En agar sangre de ternera no hay hemdlisis,

Aerobios y facultativos, la mayoria de las cepas producen &cido de glucosa,
anaerdbicamente, por la prueba de Hugh y Leiffson. Todas o cas todas las cepas fermentan
glucosa, fructosa, matosa y glicerol; hay resultados variables con arabinosa, ribosa, lactosa,
trealosa, melibiosay dextrina. Produce oxidasay acetoina. No hidroliza el amidon o la caseina; €
suero es coagulado, no licuado. Crece en caldo conteniendo 9% de cloruro de sodio. Pueden usar
sales de amonio como Unica fuente de nitrdgeno, pero la caseina hidrolizada acelera el crecimiento;
11 de 42 cepas requirieron &cido nicotinico s la caseina estaba ausente, 6 de 42 cepas tuvieron un
requerimiento absoluto de écido nicotinico.

Requiere &cidos grasos de cadenas largas insaturadas. Los azlcares de pared celular son
arabinosa, galactosa y manosa; € &cido diaminado de la peptidoglicana es € meso-DAP.
Encontrado en leche extraida asépticamente. Probablemente comensal de la ubre. Puede ser causa
de lamastitis bovina.

Corynebacterium diphtheriae

Es e agente etiolégico de la difteria en & hombre. La difteria ha sido conocida desde la
época de Hipocrates, y en € pasado las epidemias producidas por esta enfermedad, diezmaron alas
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poblaciones.

Sin embargo, & conocimiento necesario de la etiologia y de la epidemiologia de la
enfermedad ha permitido un control efectivo en € mundo. La enfermedad es rara, permanece
potencia mente activa, yaque e agente causal es acarreado por individuos aparentemente sanos.

Bacilos aerdbicos, Gram positivos, pleomorficos. Los organismos gque crecen en suero o
medio enriquecido son bacilos en forma de clava, filamentos, bacilos cortos o células con
ramificaciones cortas.

La division se lleva a cabo por “ruptura brusca’ y las células se separan una de otra en
angulos rectos para formar interesantes arreglos, referidos por agunos autores como
“configuraciones en letras chinas”.

Produce inclusiones de fosfato (polimetafosfato inorganico). Estas inclusiones son tefiidas
de rojo con azul de metileno cuando los organismos se tifien de azul cielo o con azul de toluidina
las inclusiones se tifien de rojo a purpura mientras que las bacterias se tifien de verde. Por estos
cambios en € color se les ha llamado granulos metacromaticos (también llamados granulos de
volutina o cuerpos de Babes-Ernest). La presencia de estos granulos no es un diagnostico para
C.diphtheriae puesto que muchas especies de Mycobacterium, Nocardia y otras bacterias también
tienen estos granulos.

Sin embargo, s € paciente tuvo la sintomatologia clinica apropiada, 1os granulos pueden
dar un diagndstico presuntivo para C.diphtheriae (deben obtenerse cultivos positivos antes de que
se redice @ diagndstico definitivo). En medio de suero de Loeffler las colonias son grises, no hay
produccién de pigmentos.

En medio de telurito, éste es reducido produciendo colonias negras brillantes. Existen tres
tipos de colonias de C.diphtheriae (todas son negras):

1. Gravis: grandes, lisasy secas (rugosas).
2. Mitis: medianas, elevadasyy lisas.
3. Intermedius. pequefias, elevadasy cortas

No existe correlacion entre los tipos de colonias y la virulencia. La diferenciacién de colonias
es usada en epidemiologiay diagndstico. Lareduccion de telurito no es usada paradiferenciar entre
Mycobacterium y Nocardia.

La virulencia de C.diphtheriae es debida principamente a la produccion de una poderosa
exotoxina. Esta es sintetizada (inicamente por organismos que portan un profago |lamado fago beta.
La lisogenia y conversion fagica es la conversion de cepas no toxigénicas a organismos que
producen toxina por infeccion con € fago beta apropiado (portando e gen de latoxina).
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Unicamente se produce un tipo antigénico de toxina y hay una buena respuesta inmune
humoral por e huésped a esta toxina, asi adquirimos una buena inmunidad de larga duracion. La
toxina modificada (toxoide) se usa para inmunizar personas. La produccion de la toxina por la
bacteria es dependiente de la concentracion de hierro en el medio.

Para diagnosticar difteria se debe demostrar que € organismo produce la toxina diftérica. La
toxina es una proteina con un peso molecular de sesenta y cuatro mil y estd compuesta de dos
subuni dades.

La toxina actUa inhibiendo la sintesis de proteinas. Se enlaza e inhibe especifica e
irreversiblemente a la aminoaciltransferasa |1 (también Ilamada factor de trandocacion |1 o factor
de elongacion ).

Si la antitoxina es administrada a paciente en la primera hora de exposicion a la toxing, la
union a la transferasa |1 puede ser inhibida o revertida, después de este periodo la antitoxina no
puede revertir launion.

Patogenicidad: e hombre es el Unico reservorio de este organismo.

Faringitis: la lesion inicial es en € tracto respiratorio superior. Induce un crecimiento de
colonias pequefias, las exotoxinas causan lisis celular y permiten a microorganismo que se
establezca. Se forma una pseudomembrana sobre la colonia de apariencia grisacea.

Diseminacion nasofaringea: se disemina de la faringe a area nasofaringea. Generalmente se
produce una postracion severay una toxemia ata. Después de la recuperacion, frecuentemente se
tienen complicaciones cardiacas y neurol gicas.

Difteria laringea: puede causar completa obstruccion del conducto laringeo y muerte por
sofocacion. Se debe practicar inmediatamente la traqueotomia.

Tanto la difteria nasofaringea como la laringea son amenazas contra la vida. Ambas pueden
ser diferenciadas de: Angina de Vincent y faringitis estreptocédcica. En la difteria existe fiebre
moderaday no hay bacteremia

Las cepas no toxicas pueden también infectar @ hombre. Las lesiones son atipicas, puede
existir difteria cutanea (ulceraciones en la piel) o difteria ocular. El tratamiento contra la bacteria
no productora de toxinas es con antibidticos. La difteria cutdnea es més comin en los tropicos. La
difteriaocular esrara. Inmunidad y pruebas en lapidl:
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A. Prueba de Shick: paradeterminar s € individuo esinmune o no aladifteria

1) En un brazo ponga una inyeccion de toxina mientras que en € otro se inyecta toxoide (la
toxina tratada con formaling; tiene todos los caracteres antigenicos de la toxina pero no es
toxica).

2) El toxoide es usado en lainmunizacion contrala difteria
B. Reacciones a la Prueba de Shick:

1) Reaccion Positiva:
Significa que @ individuo es susceptible ala difteriay que no contiene cantidades adecuadas
de antitoxina circulando.

Latoxinaen € brazo produce enrojecimiento e inflamacion, los cuaes aumentan por varios
diasy después decaen lentamente.
El toxoide en e brazo no muestra ninguna reaccion.

2) Reaccion Negativa:
Toxinaen e brazo no causareaccion.
Toxoide en e brazo: ninguna reaccion.

3) Pseudorreaccion: las reacciones de la prueba de Shick pueden ser complicadas por
hiposensibilidad a materides distintos a la toxina, contenidos en la inyeccion. Una
pseudorreaccion muestra enrojecimiento e inflamaciéon en ambos brazos, los cudes
desaparecen en € segundo o tercer dia. Esta es una reaccion negativa.

4) Reaccion combinada: este tipo de reaccién muestra enrojecimiento e inflamacion en
ambos sitios de inyeccion; € sitio de la toxina contintia siendo eritematoso mientras que €
gtio del toxoide bga rgpidamente. Esto denota hipersensibilidad asi como relativa
susceptibilidad alatoxina.

Si la prueba de Shick es negativa o existe pseudorreaccion e individuo es considerado
inmune: Tuvo difteria antes. Habia sido inmunizado anteriormente. Si la reaccién fue combinada o
positiva necesita ser reinmunizado.

TABLA 1.2 PRUEBA DE SHICK
TOXINA RX TOXOIDE RX
48h. |120h. |48h. |120h.
Pseudorreaccion + - + -
Combinada + + + -
Positiva + + - -
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C. Reinmunizacion y Prueba de Maloney:
1) Puede adquirir una seria hipersensibilidad con lareinmunizacion.
2) Prueba de Maloney:

Inyeccién intradérmica de pequefia cantidad de toxoide en € brazo paraver s hay unareaccion de
hipersensibilidad (enrojecimiento, inflamacion, etc.)

Ninguna reaccion: reinmunice.

Reaccion: reinmunice lentamente en pequefias dosis sobre largos periodos y siempre esté preparado
para un shock anafil actico.

D. Diagnéstico: El diagnostico definitivo puede ser hecho con:
1) Cultivo.
2) Prueba positiva de toxina.

Antes de que inicie la terapia obtenga los cultivos y S se sospecha que es difteria, no espere
los resultados de laboratorio, inicie el tratamiento.

E. Tratamiento de la Difteria:
1) Combinacidn de grandes dosis de antitoxinas y antibioticos.
2) Inyeccién de antitoxina:

El individuo puede llegar a sufrir un shock anafilactico puesto que puede ser sensible a suero
de caballo. Pruebe la hipersensibilidad a suero de caballo antes de dar una gran dosis de antitoxina.
S es sensble d suero de caballo, entonces aplique la antitoxina muy lentamente y tenga
previsiones para un caso de shock anafiléctico. Los antibidticos de eleccion son penicilina y
tetraciclina

Corynebacterium kutscheri

Bacilos delgados irregularmente tefiidos, a menudo en forma de clava, algunas veces con
terminaciones puntiagudas, con presencia de granulos metacrométi cos.
Colonias dentadas, pequefias, delgadas, de color blanco amarillento a blanco grisaceo sobre agar
nutritivo. Crecimiento abundante sobre medio de Loeffler. Caldo turbio con sedimento, no hay
pelicula. Laleche tornasolada no cambia.

Aerdbico facultativo. Produce écido de glucosa, fructosa, maltosa, sdlicina, sacarosa
Reduce € telurito de potasio. De cinco cepas probadas todas aglutinaron con un suero preparado
contra una de ellas. Los azlcares de la pared celular son arabinosa, galactosa, manosa, y ramnosa;
el acido diaminado de la peptidoglicana es € meso-DAP.

Este organismo parece ser parasito de ratones y ratas. Su patogenicidad para otros animales
es bga, pero su resistencia a la infeccion se ve aterada, por gemplo, con cortisona o dieta
deficiente, desarrollando excesivas lesiones del tipo de la pseudotuberculosis, de la cuaes
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C.kutscheri puede aidarse. Sin embargo, € organismo no ha sido aisado hasta |la fecha del tgido
de animales normales no tratados.

TABLA 1.3
CORYNEBACTERIAS PATOGENAS ENCONTRADAS
EN ESPECIMENES CLINICOS

orGANISOS | P ohne "PRODUCIDA.
C.diphtheriae Usua mente como patdgeno Cepas toxigenicas causan difteria
C.haemolyticum Ocasi onal mente patdgeno Infecciones de garganta, sangrey pidl.
C.ulcerans Ocasiona mente patdgeno Enfermedad parecidaaladifteria
C.equii Muy raramente en el hombre Abscesos

C.aquaticum Muy raramente en e hombre Infecciones de sangrey fluido Espinal
C.acnes Habitante normal Acnéeinfeccionesdelapiel

Corynebacterium pseudodiphthericum

Bacilos cortos regulares, 0.5 - 2.0 um por 0.3-0.5 um, los cuales se tifien regularmente
excepto en un septo transverso medio que no se tifie; presentan formas de clava y los granulos
metacrématicos son minimos o0 ausentes. En frotis teflidos, € organismo a menudo esta dispuesto
en hebras con los ges largos paralelos. Gram positivo, realmente menos decolorado que la mayoria
de las corinebacterias.

Buen crecimiento en todos |os medios conteniendo 0 no sangre 0 suero.
Sobre agar sangre crecen colonias blancas a color crema, regularesy lisas, de consistencia butirosa.

Aerdbicos y facultativamente anaerébicos. No producen &cido en cuaquier prueba de
fermentacion de carbohidratos. Temperatura 6ptima 37°C.

Los principales azlicares de la pared celular son arabinosa, galactosa 'y glucosa; € écido
diaminado de la peptidoglicana es el meso-DAP. Las paredes celulares contienen un determinante
antigénico comun a otras corinebacterias, las cuales poseen arabinosay galactosa como principales
azucares de la pared celular. Las células contienen acido corinomicdlico, principamente una
mezclade C3oHesaO3, C34Heg603 Yy C3sHeg0s.

Encontrados en mucosa nasofaringea del hombre, no es patégeno. No produce toxinas.
Corynebacterium pseudotuberculosis

Apariencia muy similar a la de C.diphtheriae, especialmente a tipo “gravis’; bacilos
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irregulares pequefios, 0.5-0.6 um por 1.0-3.0 um. Se tifien irregularmente con formas de clava 'y
grénulos metacrométicos: en micrografias electronicas una capa granulosa densa a los electrones es
observada en la parte externa de la pared celular, la cual probablemente representa el liquido toxico
de superficie descrito por Carne, Wickham y Kater (1956) y es andlogo a “factor cuerda’ de
M.tuberculosis.

Sobre agar sangre las colonias son blanco amarillento, opacas, convexas con superficie
mate, alrededor de 1 mm alas 24 hrs. de incubacién, a menudo con una zona angosta de hemdlisis
arededor de la colonia Lovell y Zaki (1966) demostraron una hemolisina extracelular en 9 de 11
cepas; la actividad hemolitica es en gran medida mejorada por productos solubles de C.equii y
C.renale.

En agar sangre telurito las colonias son pequefias, uniformemente negruzcas, poco
convexas, superficie mate y mas uniforme en color que C.diphtheriae.

El crecimiento es amarillento y friable sobre medio inclinado de L oeffler con suero después
de 24 horas, no hay licuefaccion. Existe crecimiento escaso en caldo con una ligera pelicula y
sedimento; en genera no hay turbidez. Aerdbico y facultativo; la glucosa es fermentada, no
oxidada.

Todas 0 cas todas las cepas, producen acido de glucosa, galactosa, maltosa y manosa;
resultados variables reportados de lactosa, sacarosa, xilosa, dextrina, arabinosa, manitol, glicerol; el
amidon y la trealosa no son fermentados; sin embargo, se ha reportado que la cepa NCTC 3450
hidrolizael almidon.

La reduccion de nitrato es variable; Kuight (1969) reportd que cepas equinas redujeron
nitrato a nitrito, mientras que las cepas ovinas no pudieron hacerlo.

Algunas cepas han sido reportadas como hidrolizadoras de la urea, v.g. NCTC 3450y 8
cepas de abscesos cronicos en caballos. Lalicuefaccion de la gelatina es variable. Los resultados en
la literatura para fermentacion y otras pruebas sobre este organismo parecen ser raramente
variables, pero es dificil decir s esto es debido a diferencias en la técnica 0 a la variacion de las

cepas.

Los azlcares de pared celular son arabinosa, galactosa, glucosa y manosa; € écido
diaminado de la peptidoglicana es € meso-DAP. Los requerimientos nutricionales no son
conocidos en detalle; e crecimiento aumenta mucho con la adicion de sangre o suero a medio; €
incremento de la concentracion de bidxido de carbono puede facilitar el aislamiento primario.

Los filtrados libres de células de |la mayoria de las cepas son |etales a cobayos, congos y
carneros; el material toxico puede ser toxoidificado con formalinay producirse suero antitoxico; las
toxinas en bruto causan intensa exudacion celular y fluido; la toxina es probablemente idénticaala
hemolisina soluble. Todas las cepas producen toxinas antigenicamente similares. Las pruebas de
aglutinacion con suspensiones de células intactas son generamente imposibles, debido a la
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autoagl utinacion, probablemente debida a los lipidos de superficie.

Las paredes celulares contienen determinantes antigénicos comunes a especies tipo y a
otras corinebacterias, teniendo como azlcares principa es de pared celular: arabinosay galactosa

Las cepas de C.pseudodiphtheriae son sensibles a algunos de | os bacteri6fagos usados en la
tipificacion de C.diphtheriae, aunque ninguna de las cepas probadas cayd exactamente en
cualquiera de los lisotipos de C.diphtheriae: las cepas de C.diphtheriae son sensibles a los
bacteriofagos de C.pseudotuberculosis. Originamente aisado de areas necréticas en € rifion de
carnero.

Causa linfagitis ulcerativa, abscesos y otras infecciones purulentas cronicas en carneros,
cabras, caballosy otros animales de sangre caliente y ocasionamente infectaal hombre.
El contenido de G + C del ADN reportado como 52.5 moles % para una cepa. Sin embargo,
Sukapure et a (1970) han reportado e contenido de la cepa 1076 como 67.5 moles %. (Tw).

Corynebacterium xerosis

Bacilos Gram positivos, de teflido irregular, ocasonamente presentan granulos
metacromaticos y formas de clava, colonias pequefias circulares (Imm o menos a 24h. de cultivo),
sobre agar pueden ser rugosas o0 lisas, en cultivo liquido forma depdsitos granulares con
sobrenadante claro, son aerdbicos y facultativos, no produce indol, ni licua la parafina, fermenta
glucosa, galactosay sucrosa produciendo &cido pero no gas, crece bien a 22 y 37°C, generalmente
reduce nitrito aunque esta propiedad es variable, requiere aminoacidos pero no vitaminas, posee
algunas cadenas cortas de lipidos y &cidos micdlicos.

Generamente no patogénico, pero puede causar endocarditis 0 neumonia en pacientes
severamente enfermos 0 que estén recibiendo esteroides, aunque originalmente se aid6 dd saco
conjuntival del hombre se presume que su hébitat eslapid y las membranas mucosas del hombre.
El contenido de G + C del ADN es generalmente de 55 a 57 moles %(Ty).

Corynebacterium minutissimum

Las colonias superficiales en agar sangre son menores de 1mm después de 24h. de cultivo,
son circulares, ligeramente convexas, brillantes y himedas, formadas por bacilos cortos y rectos y
ligeramente curvos (1-2 x 0.3-0.6 um) agunas células adquieren formas en “V”, son
Gram-positivos, aunque puede observarse tincion irregular, se observan granulos metracromaticos,
cuando crecen en medios enriquecidos, (gjem. suero fetal de bovino a 20 %) las colonias muestran
color rojo cora o naranja bgjo fluorescencia (luz de Wood, 365nm).

Son anaerobios facultativos, su temperatura Optima de crecimiento es de 37°C, la

peptidoglicana de la pared celular contiene meso-DAP, arabinosay galactosa, € contenido de G +
C del ADN esde 56.4 - 58.4 moles %.
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Corynebacterium striatum

Bacilos Gram positivos, pleomérficos, a menudo con forma de clava de 0.25 - 0.5 x 2 -
3um, en cultivos vigos se encuentran formas cocoides y filamentos largos, hay presencia de
grénulos metacromaticos dispuestos regularmente para dar un efecto de segmentacién, inmdviles,
no acohol-&cido-resstentes, de crecimiento lento en agar, dan colonias blancas de
aproximadamente 1 mm de diametro a 48 hrs. de incubacion, algunas cepas producen un pigmento
amarillo-verdoso soluble en e medio, en agar sangre se observa hemdlisis ligera en colonias
profundas, en cultivo liquido se forma un sedimento granular fino con sobrenadante claro y no
forma pelicula en superficie, desarrolla crecimiento moderado en medio de Loeffler y no hay
licuefaccion.

Aerobio facultativo, fermenta glucosa, fructosa, manosa, trealosa, dextrina, glicégeno y
usua mente lactosa, maltosay almidon, aproximadamente el 50% de las cepas fermenta sacarosay
licua gelatina, no reduce nitratos ni produce indol ni acetona.

Aidado originamente de nasofaringe humana, también se encuentra en leche de vacas con
madtitis, los cultivos de 24h., son fatales para cobayosy ratones por viaintramuscular.

Corynebacteriun renale

Colonias amarillas visibles a las 24 hrs. de cultivo a 37°C, crece en caldo a pH 5.4, los bacilos de
0.7 x 3.0 um 0 mas presentan una gran irregularidad en la tincion, a menudo con extremos
puntiagudos, presentan pili escaso, fermentan glucosa, fructosa, maltosa, trealosa, dextrina y
amidon, hidroliza hipurinato, produce ureasa y pirazinamidasa, digiere caseina, contiene
meso-DAP en pared asi como arabinosa, galactosa, glucosay manosa, € contenido de G + C de
ADN esde 53 - 58 moles %, causa cititisy pielitis en ganado vacuno.

Corynebacterium cystitidis

Bacilos Gram positivos, rectos o ligeramente curvos de 0.5 x 2.6um a menudo ocurren en
arreglo angular o en empalizada, presentan granulos metacromaticos, numerosas fimbrias (pili)
visibles con microscopia electronica, las colonias en agar nutritivo 0 agar sé&rico son blancas,
enteras, circulares y semitrand (cidas, usualmente son muy pequefias y no son facilmente visibles a
24h. de cultivo, no son hemoaliticas en agar sangre (sangre de cordero, cobayo, congjo), en cultivo
liquido se observa turbidez discreta pero no forma pelicula, crece a41.5°C.

Aerobios y anaerobios facultativos, tiene reguerimientos complegos de vitaminas y
aminoacidos, hidroliza amidon, hipurato y tween 80 pero no reduce nitratos, produce ureasa,
contiene meso-DAP, galactosa, arabinosay glucosa.

El contenido reportado de G + C es de 52.6 - 53.5 moles %, causa cistitis hemorrégica severa en
vacas, se aidadel prepucio de toros sanos.
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Corynebacterium pilosum

Bacilos Gram positivos de 0.5 x 1.3um organizados como células aidadas, en pares, a
menudo en angulo o en masas irregulares, presentan granulos metacrométicos, gran nimero de
fimbrias (pili) visibles en microscopia electrénica

Las colonias en agar nutritivo o agar sérico son de color crema a amarillo palido, enteras,
circulares, opacas, de 1mm de didmetro a 24h. de cultivo, no hay hemdlisis en agar sangre (sangre
de cordero, cobayo, congjo), en cultivo liquido forma sedimento y pelicula superficial, no crece a
41.5°C, pero las células permanecen viables por 30 min. a56°C.

Aerobios y anaerobios facultativos, tienen requerimientos complejos de vitaminas y
aminoacidos, reducen nitratos e hidrolizan amidon e hipurato, no hidroliza tween 80, produce
ureasa. Contiene meso-DAP, arabinosay galactosa en la pared, € contenido de G + C del ADN es
de 57.0 - 609 moles %, origindmente aidado de orina y vagina de vacas saludables,
ocasionalmente causa cistitis y pielonefritis.

Corynebacterium mycetoides

Bacilos rectos o ligeramente curvados de 1-3 x 0.3 - 0.5 um, algunas células se arreglan en
angulo para dar formaciones en “V”, pueden encontrarse formas cocoidales, usualmente presenta
coloracion desigua y a menudo contienen granulos metacrométicos, |as colonias superficiales en
agar sangre 0 agar nutritivo son aproximadamente de 1mm de diametro después de 2 dias de
cultivo, son circulares, convexas con margenes enteros, brillantes, producen pigmento amarillo,
producen fosfatasa y fermentan glucosa, contienen meso-DAP, arabinosa y galactosa en pared, €
contenido de G + C del ADN es de 59 moles %, se ha reportado que causa Ulceras tropicales en €
hombre.

Corynebacterium matruchotii

Las células son pleomdrficas comprendiendo filamentos septados, no septados y bacilos, la
morfologia caracteristica es de un bacilo unido a un filamento (forma de "laigo") las
ramificaciones son frecuentes en condiciones aerobias y/o é&cidas, son Gram positivos, no
&cido-resistentes y no métiles, forman granulos metacrométi cos, la morfologia de las microcolonias
es similar en condiciones aerobias 0 anaerobias, las microcolonias son planas, filamentosas en
formade "arafa’, pueden presentar centros densosy estar compuestas de filamentos fragmentados,
septados y no septados de longitud variada, la apariencia macrocolonial es variable, las colonias
superficiales incubadas aerobicamente tienen un didmetro de 0.5 - 1.5mm, pueden ser circulares,
CONVexas, rugosas, con margenes enteros o filamentosos o formairregular de "diente molar" rugoso
con margenes enteros o filamentosos en la base 0 pueden presentar también formas irregulares con
poca convexidad y mérgenes elevados abarquillados y lobulados, las tres formas coloniales son
opacas, durasy adheridas a medio.
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Incubadas en régimen anaerobio las colonias superficiales tienen entre 1 y 2 mm de
diametro, son filamentosas, planas con extremos filamentosos, opacas en € centro y trandUcidas
en el margen, duras y adheridas a medio. Son anaerobios facultativos con algunas cepas aerobias,
la temperatura Optima de crecimiento es de 37°C, fermentan carbohidratos, glucosa, ramnosa,
maltosa, sacarosa y rafinosa, agunas cepas, sdicina 'y dextrina produciendo acido y algo de gas,
hidrolizan amidén y en ocasiones urea, esculina e hipurato.

Producen ureasa, pirazinamidasa y reducen nitritos, presentan requerimientos complejos de
vitaminas 'y aminoécidos.

La hemina estimula € crecimiento en condiciones anaerobias pero puede inhibirlo en
condiciones aerobias, e CO, estimula & crecimiento en ambos regimenes de incubacion, contiene
meso-DAP, arabinosay galactosaen lapared celular.

El contenido de G + C en e ADN es de 55 - 58 moles %, se le encuentra en la cavidad ora de
hombresy primates particularmente en calculos y depdsitos de placa sobre |os dientes.

Se han reportado algunas cepas de Corynebacterium fitopatdgenas que se mencionan mas
adel ante como g emplo:

Corynebacterium iranicum

Fermenta con produccion de écido a la manosa, melexitosa, utiliza succinato, produce H,S
a partir de peptona y de Na,S,03.5H,0, crecen en medios adicionados de NaCl a un maximo de
2%, e diaminoacido presente en la peptidoglicana es DAB, € tipo de peptidoglicanaes B2 y su
contenido de G + C en ADN es de 67 - 78 moles %, causa una enfermedad "gomosa' en la espiga
del trigo (Triticum aestiuum).

L as otras especies fitopatdgenas reportadas son:
Corynebacterium michiganense
Corynebacterium insidiosum

Corynebacterium nebraskense
Corynebacterium sepedonicum
Corynebacterium tritici

Corynebacterium rathayi
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MYCOBACTERIUM

Bacilos ligeramente curvos o rectos 0.2-0.6 por 1.0-10um, algunas veces ramificados, es
posible que se presente crecimiento filamentoso o similar a micelio pero con una ligera ateracion
generamente llega a fragmentar en bacilos o elementos cocoides. Alcohol-acido-resistentes en
alguna etapa de su crecimiento son parcidmente teflidos por € méodo de Gram, pero
generamente se consideran Gram positivos. No forman endosporas, conidios o capsulas, no poseen
micelio aéreo visible.

El género incluye parésitos obligados, sapréfitos y formas intermedias que se diferencian
por sus requerimientos nutricionales.

Las cepas saprofiticas crecen sobre substancias muy simples; otras requieren medios méas
complgos o0 suplementos para e crecimiento (micobacting) y otras no han sido cultivadas fuera de
céulas vivas. Las especies difieren en amidasa, catalasa y otras actividades enzimaticas; todas son
aerdbicas aunque de crecimiento disperso en agar en tubo, e crecimiento de algunas especies
ocurren solo en la profundidad del medio.

Contenido de lipidos de las clulas y especiamente de pared celular: estan incluidos lipidos
que poseen componentes solubles en cloroformo, &cidos micdlicos (grasos), con cadenas largas,
ramificadas de alrededor de 80 &tomos de carbono.

Pigmento soluble raro: las colonias de algunas especies son regularmente amarillas-
anaranjadas, generamente debido a pigmentos carotenoides, la formacién de los cuales pueden o
no requerir exposicion a la luz. La peptidoglicana de la pared celular contiene &acido
meso-diaminopimélico, alanina, &cido glutamico, N-acetil-glucosamina écido N-glicolil-muramico,
arabinosa y galactosa (pared tipo 1V). Las micobacterias hidrolizan € disulfato de fenolftaleina,
aungue a gunas especies |o hacen lentamente.

Crecimiento lento o muy lento: las colonias facilmente visibles son producidas de in6culo
diluido después de 2 dias a 8 semanas de incubacién a temperatura éptima, la cua puede estar
cerca de los 40°C para algunas especies; pero més cercana a 30°C para otras. Aungue no se ha
reconocido la divisén taxondmica del género con base en la tasa de crecimiento, los términos
“rgpido” y “lento” son utilizados por conveniencia en laidentificacion.

Las enfermedades incluyen tuberculosis, lepra y otros granulomas crénicos mas 0 menos
necrosantes limitados o extensivos.

Encontrados en suelo, agua, animales de sangre friay animales de sangre caliente.

El contenido de G+C del ADN varia de 62-70 moles %.

Especie tipo: Mycobacterium tuberculosis.
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Mycobacterium africanum

Bacilos promedio de 3um, cuando crecen sobre medio solidificado con huevo a 37°C, las
colonias son planas, difusas y rugosas. El piruvato de sodio estimula e crecimiento en medio de
huevo. El crecimiento es homogéneo en medio de Dubos con tween 80, y granular en medio de
Youman con suero bovino. El crecimiento en agar Lebek llega a 15mm abgjo de la superficie.
Resistenciaa 2ug/ml de tiacetazona.

Aidado de esputo de un paciente con tuberculosis en Senegd. Es € agente de la
tuberculosis humana en Africa tropical. En cobayos un indculo de 0.01 a 1mg subcuténeo produce
patogénesis irregular, de menor orden que M.tuberculosis de virulencia normal. Lesiones
generalizadas aparecen arededor ddl tercer mes. Virulencia limitada con inyeccion intravenosa de
0.01mg a congos. En ratones, 0.5mg inyectados intravenosamente causa lesiones pulmonares y
granulacion considerable con 50% de muerte alrededor de los 65 dias.

Mycobacterium avium

Bacilos cortos a largos, agunos filamentosos. Los inéculos diluidos sobre medio
solidificado con huevo, usuamente forman colonias lisas no pigmentadas después de 7 o més dias
de incubacién a 37°C; las colonias envejecidas pueden llegar a ser amarillentas. Sobre agar
albumina &cido oléico las colonias son planas, delgadas transparentes, lobuladas no pigmentadas.
Ocasionalmente se encuentran cepas rugosas.

Produce tuberculosis en aves domésticas y otros pgaros. Los organismos causan una
infeccidn parecida a la tuberculosis en e hombre y parece estar fuertemente relacionado a bacilo
de Battey del grupo I11 de Runyon (M.intracellulare).

M.avium puede ser diferenciado de M.tuberculosis por no producir niacina, siendo
resistente alaisoniaziday por lareduccion detelurito.

Experimentamente prolifera en congos y ratones usudmente sin  tubérculos
macroscopicos, produciendo una enfermedad del tipo Yersin. No patégeno para cobayos y ratas.
Los serotipos de cepas de M.avium ocasionalmente han estado implicados en enfermedades
pulmonares humanas, aunque organismos semejantes a M.avium que causan enfermedades
humanas son generamente similares a M.intracellulare y encgjan en uno de los serotipos de esta

especie.

Las lesiones en las reses pueden ser causadas por los serotipos de M.avium o
M.intracellulare. Los serotipos de M.avium son atamente virulentos, € tipo Il es € més
consistente, y representa € patdgeno de aves mas comun en la naturaleza; indculos de 0.01mg
matan a los pollos. Los pollos infectados con 5mg de bacilos himedos intravenosos, mueren en 2
meses, con lesiones aparentes en €l bazo y |esiones microscopicas en pulmon y bazo. Laresistencia
al-2 ug deisoniazida/ml es acompafiada por la pérdidade lavirulencia paralos pollos. Un indculo
de 0.01mg mata alos congjos. Losindcul os de 5mg de bacilos hiimedos intravenosos en congos,
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usualmente produce la muerte en 40 dias con lesiones macroscopicas de bazo, y ocasionamente
pulmonares, y lesiones microscopicas de articulacionesy cubiertas de |os tendones.

Los cobayos generalmente exhiben solamente lesiones locales, aunque 1mg de bacilo
intravenoso puede causar alguna mortalidad en los mismos. Los ratones inoculados en forma
intravenosa con 10 mg son variablemente afectados, produciendo alguna mortalidad.

Estructura antigénica: Magnusson (1962, 1967) distinguié M.avium de 10 micobacterias,
incluyendo M.intracellulare por hipersensibilidad dérmica; esta técnica no distinguié entre €
serotipo | y 1. Aunque ocurre algun grado de reactividad cruzada, la desensibilizacion dérmica es
efectuada solamente por antigenos homaol ogos.

El complgo M. avium-M. intracellurare ha sido reportado como uno de los principales
agentes de tuberculosis (infeccion emergente) en pacientes con € Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA).

El uso de intestino de cobayos sensibilizados por la técnica de Schultz-Dale diferencid
M.avium de a menos cinco especies, incluyendo, M.intracellulare. Dos serotipos aglutinantes (1 y
I1) fueron establecidos para M.avium; bacilos aidlados de aves enfermas casi sSiempre caen dentro
de estos tipos, con € tipo Il. La causa més frecuente de infeccién natura de p§aros.
Subsecuentemente, Marks y Col. (1969) mostraron que € tipo Il podria ser dividido en dos
subtipos, con alguna reaccion cruzada. Estos autores propusieron que las designaciones de los
serotipos | y Il fueran remplazadas por tipos 1, 2 'y 3. El tipo |l es también € mas patdgeno en
infeccion experimental de pollos. Ocasionamente, un miembro de estos serotipos es aidlado de
infeccion humana.

Bennedsen (1968) empleando una técnica indirecta de inmunofluorescencia, encontrd
reacciones especificas para cada uno de los dos serotipos originales; dos reacciones cruzadas con
cepas de M.intracellulare fueron observadas.

Estudios de inmunodifusion e inmunoelectroforesis sobre filtrados de cultivos o lisados
demostraron nueve lineas de precipitados contra sueros homaologos, pero algunos representando
antigenos comunes a M.intracellulare y M.bovis, seis comunes a M.paratuberculosis y solamente
dos comunes a M.smegmatis y M.marinum.

Una linea de precipitina cuando el antigeno de M.avium es probado contra e antisuero de
M.tuberculosis no coincide con ninguna linea producida con antigeno de M.tuberculosis contra este
suero. Aidado de tubérculos en aves. Ampliamente distribuido como € agente causa de
tuberculosis en pgaros y menos frecuentemente en lesiones o ganglios linféticos de reses, cerdosy
otros animales.



Raramente encontrado en € suelo 0 como agente etiologico de enfermedad humana. Los
serotipos aviares 1y 2 estan ampliamente distribuidos a través de tres continentes al menos, aungue
el nuevo tipo 3 sdlo es visto en Europa

MICOBACTERIAS PATOGENAS Elllrélca)kléréﬁDAS EN ESPECIMENES CLINICOS
croavisuos | OLTENCAEN AroEDsD
M.tuberculosis S6lo como patdgeno Tuberculosis
M.bovis S6lo como patdgeno Tuberculosis
M. leprae S6lo como patdgeno Lepra
M.ulcerans S6lo como patdgeno Ulcerade Buruli
I(\t/)IérIT;]aerii)num Usua como patégeno Granulomade Piscina
M.kansasii Usua como patdgeno Pseudotuberculosis
M.intracellulare Usua como patdgeno Pseudotuberculosis
M.avium Usua como patdgeno Infecciones Pulmonares
M.scrofulaceum A menudo no patégeno Adenitis Qervicd © ir,1f_ecci ones de

Nodulos linféticos
M.xenopi A menudo no patdgeno Infecciones Granulomatosas

Mycobacterium bovis

Bacilos cortos a moderadamente largos. En € aidamiento primario € crecimiento es muy
pobre en medios que contengan glicerol, aunque cultivos repetidos permiten su adaptacion para
crecer en tales medios. Ademas, cultivos de aislamiento reciente de M.bovis son microaerofilicos;
los indculos dispersados en el medio liquido, semisdlido o agar solido crecen en e medio pero no
en la superficie, o que lo distingue de M.tuberculosis, € cua es atamente aerdbico. En cultivos
repetidos, M.bovis se adaptaa crecimiento aerdbico.

In6culos diluidos en medio de huevo producen colonias peguefias, redondas, blancas con
bordes irregulares y una superficie granular después de 21 dias 0 més de incubacion a 37°C. Las
colonias sobre agar transparente-alblmina-&cido oleico son delgadas, planas, generalmente
acordonadas; no facilmente emulsificadas en ausencia de un detergente.

L as cepas usualmente pierden catalasa a adquirir resstenciaalaisoniazida. Algunas cepas
son resistentes al acido para-aminosdlicilico (PAS) a primer aislamiento.
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Aidado originamente de tubérculos en ganado, generalmente es més patégeno para
animales que M.tuberculosis. Producen tuberculosis en ganado, tanto en rumiantes domésticos
como silvestres, € hombre y otros primates, perros, gatos, cerdos, pericos y posiblemente algunas
aves de presa. Experimentamente es muy patdgeno para congos, cobayos y terneras,
moderadamente patdgeno para hamsteres, ratones, perros, gatos, cobayosy ratas, no patdégeno para
lamayoria de aves.

La pérdida de virulencia para cobayos y congos asi como la actividad de catalasa, es
acompaiiada de una pérdida de sensibilidad a la isonizada como M.tuberculosis. Ciertas cepas
aidadas de casos de lupus y escrofulodermaen e hombre tienen baja patogenicidad para animales.

M.bovis produce tuberculosis en ganado y puede ser transmitida de vacas infectadas d
hombre por medio de la leche contaminada. Como consecuencia, 10s organismos penetran la
mucosa del intestino o la orofaringe y se establecen en cua quiera de los nddulos mesentéricos o en
los nodulos linféticos cervicales.

Si los nédulos mesentéricos llegan a infectarse, entonces puede producirse una adenitis
mesentérica que algunas veces es acompafiada de peritonitis. Sin embargo, s la lesién aparece en
los nédulos cervicaes hay un ensanchamiento del cuello produciendo adenitis cervical (también
conocida como “escrofuld’). M.tuberculosis puede también ocasionamente causar adenitis
mesentéricay escrofula

Generalmente los organismos se diseminan de estas regiones hacia € interior de los huesos
o articulaciones. Si M.bovis es inhalado se produce tuberculosis pulmonar tipica. A causa del
estricto control de calidad en lecheriasy debido ala pasteurizacion de laleche, latuberculosisen €
hombre causada por M.bovis (anteriormente comin) es ahora verdaderamente rara.

Estructura antigénica: las tuberculinas preparadas de M.tuberculosis y M.bovis son
ordinariamente indistinguibles en su accion. Wothington y Kleeberg (1967) demostraron que la
desensibilidad fue més especifica que la senshbilizacion para distinguir entre especies
micobacterianas, y M.bovis fue claramente distinguido de otras 3 especies; M.tuberculosis no fue
incluido en este estudio. Los andlisis de inmunodifusion e inmunoel ectroforéticos de filtrados y
extractos de cultivos indicaron que M.bovis y M.tuberculosis comparten |os antigenos demostrados.
Cuaquier diferencia observada se considerd debida a la ausencia de antigenos individuales de
cepas particulares, més que relacionados a las especies.

Sin embargo, € uso de sueros absorbidos parecen permitir la distinciéon entre estas dos
especies. El bacilo de Camette-Guérin (BCG) se gjusta a las propiedades descritas para M.bovis
excepto que es mas atenuado en patogenicidad y crece bien sobre medios glicerinados y es usado
parainmunizar contralainfeccion por M.tuberculosis.
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Mycobacterium flavescens

Organismos en forma de bacilos. Los indculos diluidos en medio solidificado con huevo,
usualmente producen después de 7 a 10 dias de incubacion, colonias suaves, butirosas, de color
anaranjado intenso, las cuales se adhieren fuertemente a medio y son dificiles de remover. Capaces
de crecer de 25°C a 42°C. Aungue estos organismos tienen una tasa de crecimiento intermedia, sus
actividades metabdlicas y fisiologicas son mas similares alas de | as especies de crecimiento rapido.
Aislado de tubércul os de cobayos tratados con drogas.

Mycobacterium fortuitum

Bacilos de 1.0 a 3.0 um de longitud. Formas cocoides y bacilares cortas alargas y delgadas
ocas ona mente en forma de rosario 0 hinchados con un cuerpo ovoide, no alcohol-&cido resistente
en un extremo. En pus, formas adargadas y filamentosas con ramificacion definida. De 10 a 100%
de células alcohol-acido resistente después de 5 dias de incubacion a 28°C, los indculos diluidos
sobre medio solidificado con huevo usual mente producen abundante crecimiento en 2-4 dias.

Las colonias pueden ser lisas, suaves, butirosas, hemisféricas o ceraceas y multilobuladas o
apifiandose en forma de roseta; también son comunes las colonias difusas, ceréceas, rugosas con
centros acumul ados.

L as colonias generalmente estan coloreadas de blanco a crema, sin embargo, cuando crecen
sobre medio con verde de malaquita, € colorante es cominmente absorbido por las colonias
impartiéndoles un color verde. Sobre agar albumina-&cido oléico, los tipos de colonias lisas
producen colonias convexas con bordes enteros y &reas centrales oscuras. Sobre agar harina de
arroz, las colonias lisas de M.fortuitum producen unared extensiva de filamentos periféricos.

L as variantes de colonias rugosas, tanto en agar albumina-&cido oléco, como en agar harina
de arroz, son densas y acordonadas;, se han visto extensiones filamentosas en crecimiento
temprano, aungue inconspicuo en colonias maduras. Capaz de crecer de 25 a 37°C. La mayoria de
las cepas crecen a40'y 22°C, pero € crecimiento a45°C o 17°C es generalmente inhibido.

La enfermedad generalizada en cobayos, conglos y ratones es raramente vista, igual con
dosis masivas de cultivos jovenes. Lesiones locales comunmente observadas en rifiones de ratones,
cobayos, congjos, monos y terneras; las lesiones del oido, producen una conducta caracteristica, en
lacual los ratones giran sobre si mismos. Aislado de un absceso frio del hombre.

Varias cepas han sido aisladas de ganglios linfaticos asi como de saliva de ganado, de
enfermedades pulmonaresy abscesos localesy de larana Gia.

Encontrado en e suelo e infecciones del hombre, ganado y animales de sangre fria. Produce
enfermedad pulmonar en & hombre que puede confundirse con tuberculosis.
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Resistente a estreptomicina y PAS, pero muy sensible a la isoniazida. No hay droga
especifica de eeccion.

Estructura antigénica: Schaefer (1967) describio dos tipos de M.fortuitum.

Magnusson (1962) reportd que este organismo puede ser identificado por técnicas de
hipersensibilidad dérmica. Estudios de inmunodifusion e inmunoelectroforésis apoyan la
singularidad de esta especie.

Mycobacterium gastri

Bacilos moderadamente largos a largos, con septos transversales frecuentes. Los indculos
diluidos sobre medio solidificado con huevo producen colonias lisas o rugosas blancas después de
7 0 més dias de incubacion a 37°C.

Sobre agar albumina-acido oléico, colonias planas, lisas 0 ago granulares, con margenes
regulares o ligeramente ondulados, con mancha central densa, algunas cepas rugosas. Capaces de
crecer en un rango de temperatura de 25 a40°C.

L as cepas generalmente pierden la actividad catalasa a adquirir resistencia a la isoniazida
Deja de producir enfermedad progresiva en los cobayos, pero usuamente es capaz de producir
ulceracion local en e sitio de inoculacion intradérmica de 102 a 10°mg de bacilos.

Encontrado en e lavado géstrico humano o esputo como residentes ocasionaes, no
considerados como agentes etiol 6gicos de la enfermedad. También encontrado en e suelo.

Estructura antigénica: aunque cercanamente relacionado a M.kansasii en términos
bioguimicos, ésta especie no es aglutinada por sueros tipificadores de M.kansasii, € antigeno
soluble en fenol no produce reaccidn cruzada con este suero.

Norlin y Cal. (1969) encontraron una muy ata similitud entre M.gastri y M.kansasii por
técnicas de inmunodifusion; tanto M.gastri como las cepas de catalasa débilmente positiva de
M.kansasii carecieron de un antigeno encontrado en las cepas mas comunes de catalasa
fuertemente positiva de | as especi es posteriores.

Mycobacterium gordonae
Bacilos moderadamente largos a largos. Las colonias sobre medio solidificado con huevo
son generalmente lisas y de color amarillo o anaranjado en 7 o més dias de incubacién a 38°C.

Aungue € pigmento es producido cuando los cultivos estén creciendo en la oscuridad, € color a
menudo se intensifica con su exposicién alaluz continua
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Sobre agar albumina-&cido oléico las colonias son lisas de color amarillo a anaranjado,
pueden ser convexas con borde completo o tienen centro convexo con abatimientos e
irregularidades en |la periferia, ocasionalmente rugosas, crecimiento éptimo a 35°C.

Frecuentemente encontrado como residente ocasiona en e esputo humano y muestras de
lavado géstrico. También encontrado en agua corriente y suelo. Raramente puede estar implicado
en e proceso de enfermedad.

Estructura antigénica. estos organismos han estado sujetos a muy pocos andisis
inmunologicos. Pueden ser distinguidos de M.scrofulaceum por pruebas de hipersensibilidad
retardada en la piel. La fraccion ceular soluble en metanol y acetona no produce banda de
precipitacion en los estudios de inmunodifusién contra los antisueros especificos de extractos
similares de M.scrofulaceum. Estos bacilos no se aglutinan con sueros producidos contra
M.scrofulaceum (marinum), M.avium, M.intracellulare, M.kansasii 0 M.marinum.

Mycobacterium intracellulare

Bacilos cortos alargos. En crecimiento nuevo transitoriamente filamentoso, pudiendo |legar
a ser cocobacilares, son fuertemente alcohol-acido-resistentes. Los indculos diluidos en medio
solidificado con huevo producen usuamente colonias lisas no pigmentadas (no fotocromogeno,
pertenece a grupo 1l de Runyon) después de 7 o més dias de incubacion a 37°C, las colonias
envejecidas pueden llegar a ser amarillentas. Sobre agar albUmina- acido oléico, las colonias son
planas, delgadas, transparentes, lobuladas no pigmentadas, a menudo llegando a ser convexas en €
centro, raramente ocurren colonias rugosas.

Pueden causar enfermedad cronicaen e hombre muy similar alatuberculosis. Las lesiones
son limitadas en los cerdos. Experimentalmente causa enfermedad limitada en pollos y ratones,
mucho menos severa que M.avium y raramente fatal. En general la patogenicidad a pollos
corresponde a serotipo, con los serotipos| y |1 de M.avium més consistentemente patdégeno que los
serotipos de M.intracellulare. Se han observado formas intermedias entre M.avium y
M.intracellulare en términos de la morfologia de sus colonias, comportamiento, cultivo y
patogenicidad en pollos. Se ha reportado que € crecimiento a 42°C incrementa la patogenicidad del
indculo. Las lesiones en cobayos estan usualmente limitadas a sitio de inoculacion.

Los hamsteres inoculados por via intratesticular muestran lesiones locales extensivas vy,
frecuentemente, lesiones focales secundarias en higado, bazo y ganglios linféicos abdominales.
Los congjos que reciben 10°mg intravenosamente no desarrollan lesiones demostrables; pero en
los que reciben 5mg, aunque no provocan la muerte, producen lesiones macroscopicas raras en las
visceras y usua mente lesiones moderadas a severas de articulaciones'y cubiertas de tendones.

Aidado de enfermedad sistémica fatal de un nifio. Mas frecuentemente encontrado en
secreciones pulmonares de personas que sufren una enfermedad semejante a la tuberculosis, y de
especimenes quirdrgicos de tales pacientes. Cuando fueron aidados de secreciones humanas,
usualmente fueron considerados agentes etiologicos de la enfermedad pulmonar, aunque
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ocasiona mente fueron aisados como aparente residente casual. También aisado de procesos de
enfermedad en resesy cerdos. Ocas onal mente encontrado en el suelo.

Resistente a isoniazida, PAS y estreptomicina, por 1o que la cirugia es € tratamiento de
eleccion. Existen agunos eéxitos reportados con ciclosering, viomicina, kanamicina y
estreptomicina

Estructura Antigénica: Magnusson (1962, 1967) distinguié M.intracellulare de 10 especies
micobacterianas, incluyendo M.avium por hipersensibilidad dérmica, la cua no permitio ladivision
de esta especie en serotipos.

El uso de intestino sensibilizado de cobayos por la técnica de Schultz-Dae separ6 esta
especie de otras 7 incluyendo M.avium. Al menos 15 serotipos aglutinantes o serogrupos fueron
establecidos entre cultivos identificados como M.intracellulare.

L os miembros de estos serotipos son predominantemente no patdgenos para pollosy fueron
aidados principalmente del hombre, reses y cerdos, como contrarios a 2 o posiblemente 3 distintos
serotipos M.avium, los cuales son virulentos para pollos, y menos frecuentemente asociados con
enfermedad de |os mamiferos.

Jones y et al. (1965) fueron capaces de hacer agunas divisiones a lo largo de lineas
comparables por medio de técnicas de inmunofluorescencia; Bennedsen (1968) empleando una
técnica indirecta con sueros obtenidos al principio de infecciones experimentales de congos,
distinguié 7 serotipos inmunofluorescentes, que correspondi eron a sendos patrones agl utinantes.

Mycobacterium kansasii

Bacilos moderadamente largos y ensanchados, exhiben marcados septos transversales
cuando seincuban en presencia de fuentes de acidos grasos. Son alcohol-acido resistentes.

Los inéculos diluidos en medio solidificado con huevo producen colonias lisas a rugosas
después de 7 dias 0 més de incubacion a 37°C. Sobre agar ablUmina-écido oléico, las colonias son
de superficie plana, lisas 0 ago granulares, los bordes regulares o ligeramente ondulados, mancha
central densa, exhiben igual patrén de pigmentacion (fotocromogenicidad) en medio de huevo. La
mayoria de las cepas aparecen algo rugosas microscopi camente, pero son reamente emulsificadas
en agua. Algunas cepas son tanto rugosas como resistentes ala emul sificacion.

L as colonias que crecen en la oscuridad son no pigmentadas; cuando crecen en laluz o son
brevemente expuestas a ésta y cuando las colonias son jévenes, llegan a ser de color amarillo
brillante. Raramente las cepas no producen pigmento después de la exposicion alaluz o producen
un pigmento anaranjado profundo cuando crecen en la oscuridad. La mayoria de las cepas son
fotocromogénicas; pero en ocasiones las hay escotocromogeénicas, s crecen en una incubadora
iluminada forman cristales rojo oscuro de B-caroteno sobre la superficie y dentro de la colonia. Los
cristales son Utiles en laidentificacion.
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La mayoria de las cepas son fuertemente positivas; las céulas pueden ser diferenciadas de
M.tuberculosis por su actividad fotocromogénica, por no producir niacina y por Ser menos
sensiblesaisoniazida, PASy estreptomicina.

Aidlado de lesion pulmonar humana. Causa enfermedad pulmonar crénica semejante a la
tuberculosis, aungque algunas formas no comunes, con actividad catalasa débilmente positiva han
sido encontradas en especimenes clinicos sin estar implicadas en la enfermedad. S éste no
responde a isoniazida, PAS, ciclosering, viomicina 0 promizona, entonces la intervencion
quirdrgica puede ser necesaria.

La inoculacion subcutanea puede causar lesiones locales, pero no lesiones viscerales
grandes 0 muerte en cobayos. La inoculacion intraperitoneal o intravenosa produce lesiones
viscerales limitadas por si mismas. La patogenicidad para cobayos no es marcadamente mejorada
por la administracion de cortisona, pero e pretratamiento alos pulmones de animales con polvo de
hulla puede intensificar la extensién de la enfermedad.

Las formas usuales causan ulceracion limitada por si misma por inoculacion intradérmica
de cobayos con 10*mg de bacilos mientras que las formas de catalasa débilmente positiva
requieren de un inéculo cien veces mayor. La inoculacion intraperitoneal de hamsteres
generamente causa la muerte, con lesiones de ganglios linfaicos, bazo, higado e invasion
ocasiond de la capsula de Bowman; la virulencia aumenta con cortisona. Algunas muertes ocurren
en ratones inoculados intraperitoneamente, pero la mayoria exhibe granulomas del higado
limitados por si mismos, bazo y ganglios linféticos.

Las ratas exhiben lesiones minimas y los pollos ninguna. Los congos inoculados
intravenosamente con 5mg, desarrollan lesiones macroscépicas de articulaciones y cubierta de
tenddn y agunas lesones grandes de higado y pulmdn, raramente fatales. La inoculacion
intratragueal a mono Rhesus causa enfermedad limitada por si misma, la cual reaparece con €
tiempo.

Maés frecuentemente aidado de secreciones pulmonares o tubérculo renal del hombre.
Ocasionalmente asociado con lesiones de pulmones o ganglios linféticos de venado, cerdo o reses.
L as fuentes natural es de infeccion no se han aclarado. Las cepas de catal asa debilmente positiva se
han aidado del agua. Algunas cepas de catalasa fuertemente positiva también han sido aisladas de
aguacorriente.

Estructura antigénicas Magnusson (1967), distingui6 a M.kansasii de otras 10
micobacterias, incluyendo M.marinum, por medio de hipersensibilidad dérmica. Aungque algun
grado de reactividad cruzada ocurre, la desensibilizacion dérmica es efectuada solamente por
antigenos analogos.

El uso de intestinos de cobayos sensibilizados por la técnica Schultz-Dale permitié la
diferenciacion de 2 o posiblemente 3 patrones antigénicos. Solamente un serotipo aglutinante ha
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sido establecido, contado para 154 de 155 cepas aidadas probadas cuya identidad se ha establecido
por métodos biogquimicos.

Las cepas rugosas no podrian ser tipificadas debido a la aglutinacion espontanea. Las
variedades, tanto de catalasa fuertemente positiva como débilmente positiva, exhiben & mismo
serotipo aglutinante y éste parece estar asociado con un antigeno especifico soluble en fenol
detectable por inmunodifusion. Esta especie es también de serotipo homogéneo, de acuerdo con las
pruebas de inmunofluorescencia.

L os estudios de inmunodifusion e inmunoel ectroforésis sobre filtrados o lisados de cultivos,
demostraron hasta 19 lineas de precipitacion contra suero homologo. El patron es distinto para esta
especi e, aunque comparte cierto nimero de antigenos con M.tuberculosis.

Las variantes no pigmentadas y escotocromogenas exhiben el mismo patron el ectroforético
que las cepas fotocromogéni cas.

Mycobacterium leprae (Bacilo de Hansen)

M.leprae fue la primera bacteria descubierta como e agente etioldgico causante de una
enfermedad. En 1874, Hansen descubrio la presencia de M.leprae en tgidos de individuos que
padecian lepra.

Debido a los estigmas sociales y psicoldgicos, injustificados, asociados con € término
lepra, muchos cientificos piensan que la enfermedad no deberia ser [lamada lepra, sino enfermedad
de Hansen. La palabra“leproso” parareferir auna persona con lepra nunca deberia ser usada.

Lalepra puede ser definida como una enfermedad croni ca granulomatosa que generalmente
afecta a las regiones frias del cuerpo, como la piel, ciertos nervios periféricos, membrana, mucosa
del tracto respiratorio superior y boca, laporcién anterior del ojo y testiculos.

A. Clasificacion de la lepra:

1) Lepra Lepromatosa: es una enfermedad cronica a menudo fatal que es acompafiada por
una gran mutilacion del cuerpo. Las lesiones de nervios periféricos y piel (y en casos
avanzados, otras partes del cuerpo) contienen numerosos bacilos acohol-acidos-resistentes
que son caracteristicos. La reaccion cutanea de Mitsuda (reaccion a la inyeccion con
lepromina) es negativa mientras que células de Virchow (espumosas) estén presentes en la
lesion.

2) Lepra Tuberculoide: es una enfermedad crénica no fatal que eventuamente lleva a la
mutilacion de algunas partes del cuerpo. Las lesiones de la pid y nervios contienen pocos o
ningun bacilo acohol-acido-resistente y los individuos respondena la reaccion cutanea de
Mitsuda. En resumen, las |esiones tienen una estructura tubercul osa caracteristica.
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3) Lepra Dudosa (dimorfa): es una enfermedad inestable con caracteristicas tanto de lepra
lepromatosa como de tuberculoide. Puede haber variacion del nimero de bacilos acohol-
&cido-resistentes en las lesiones, mientras que las reacciones de Mitsuda varian de
débilmente positivas a negativas.

4) Lepra Indeterminada: representa un estado temprano de la enfermedad y a menudo no
puede ser reconocida y tampoco se han desarrollado caracteristicas lepromatosas o
tuberculoides. La lepra es clasificada como una enfermedad infecciosa cronica, esto implica
que la lepra es contagiosa. Esto debe enfatizarse, a pesar de que varios intentos de transferir
lalepra de un paciente a otro por inoculacion directa, con un gran nimero de bacilos de lepra
de un donador, han fallado.

La lepra no infecta generalmente a animales de laboratorio (en 1960 Shepard logré con éxito
la transferencia en cojinete, plantar de raton y en 1965 Bindford tuvo éxito en la inoculacién
sucesiva en hdmsteres, también puede ser transmitida a armadillos), y, aunque la enfermedad puede
ser diseminada de hombre a hombre, es considerada una enfermedad muy poco contagiosa. Los
individuos que viven en contacto muy cercano, contacto intimo, con pacientes |leprosos
frecuentemente no contraen la enfermedad. Existen, sin embargo, algunos casos reportados donde
lalepra ha sido transferida artificialmente de un individuo a otro.

Seres humanos de todas las caracteristicas racidles y vivienda en diferentes areas
climatolégicas han contraido lepra, sin embargo; esta generalmente confinada a individuos que
viven en areas tropicales o subtropicales, econdmicamente subdesarrolladas.

De todas las regiones del mundo, € sureste de Asia (India) tiene e mayor nimero de casos
de lepra. Africa, sSin embargo, es € &rea de mayor importancia donde la lepra es una enfermedad
endémica. Puesto que vivimos en un mundo muy movil, las personas con lepra pueden ser
encontradas en todas partes del mundo.

No se conoce como es transmitida la lepra, pero € contacto intimo con una lesion que
contiene bacil os es necesaria probablemente. El tiempo de incubacion no es conocido, sin embargo,
se ha estimado que varia de varios meses a més de siete afios. (A menudo tres 0 més afnos). En
regiones endémicas, la lepra ocurre mas frecuentemente en nifios o adultos jovenes. La forma
lepromatosa a menudo fatal ocurre con més frecuencia en hombres que en mujeres. En muchos
paises las personas con lepra son separadas de la poblacion sana, sin embargo, € tratamiento a
pacientes externos no hallegado a ser ampliamente usado.

B. Caracteristicas del Bacilo de Hansen
El organismo es conocido como Mycobacterium leprae, usuamente aparece como un

organismo delgado, en forma de bacilo a cohol-acido-resistente de longitud variable. El organismo
puede tefiirse irregularmente, presentando una apariencia“bandeada’.
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L os organismos son encontrados usua mente en macrofagos y células periféricas nerviosas.
Cuando M.leprae estd presente en gran cantidad (en lepra lepromatosa) los organismos se
acumulan de manera muy caracteristicay forman masas regulares esféricas (llamadas “ granulos’ o
“globi”). Desde que M.leprae fue descubierto por Hansen (1874), se han hecho numerosos intentos
para cultivarlo en medios artificiales, como consecuencia se han aidado numerosas bacterias
alcohol-é&cido-resistentes, sin embargo, muchos expertos aseguran que M.leprae nunca ha sido
cultivado en un medio artificial. No se conoce que relacion puede exitir entre os microorganismos
aislados de lesiones de pacientes con lepra, con esta enfermedad.

Para diagnosticar la lepra se debe considerar la presencia de bacterias acohol-
&cidoresistentes junto con el cuadro clinico del paciente. Se observan lesiones caracteristicas de los
nervios periféricos y una reaccion positivaalaleprominaen € tipo tuberculoide, mientras que una
reaccion negativa es observada en lalepralepromatosa.

C. Manifestaciones Clinicas de la lepra

El primer signo de lepra puede ser la presencia de lesiones inconspicuas en la pidl. Esto
seguido de un desarrollo progresivo de lesiones cutaneas y sintomas que indican que los nervios
periféricos estan involucrados.

La lepra puede ser clasificada generamente como lepromatosa, tuberculoide o dudosa;
siendo esto posible, después de la aparicion de las lesiones cutdneas. El curso de las infecciones es
determinado por € tipo de enfermedades. En todas las formas de la enfermedad, sin embargo, las
lesiones se restringen a ramificaciones nerviosas superficiales y alas partes frias del cuerpo.

El dafio a los nervios causa anestesia local y ocurre en forma temprana en la lepra
tubercul oide, aun en ausencia de lesiones cuténeas prominentes.

En la lepra lepromatosa, 1os sintomas clinicos tempranos no indican por lo general que los
nervios periféricos estan afectados. Produce un ensanchamiento de 1os nervios periféricos en todas
las formas de lepra y esta enfermedad tendria que ser considerada como un “tumor” de una
ramificacién nerviosa periférica en que es diagnosticada.

En la lepra lepromatosa son comunes |as lesiones tempranas de la membrana mucosa de la
nariz. Los ojos y testiculos en hombres generalmente llegan a ser afectados conforme progresa la
enfermedad. Las lesiones cutaneas, aungque presentes durante los estados tempranos, no son
comunmente sobresalientes. El sistema reticuloendotelial en estados avanzados puede recargarse
con bacilos de la lepra, provocando lesiones del higado bazo y médula ésea. El desarrollo de
lesiones en todas las formas de lepra es lento y gradual. Tanto |as remisiones espontaneas como las
exacerbaciones repentinas pueden ocurrir (estados reactivos).

Los estadios reactivos de la infeccion son mucho mas severos en lepra lepromatosa y
dudosa que en € tipo tuberculoide.
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El eritema nodoso-leproso, es un estado reactivo serio de la lepra lepromatosa y dudosa.
Las lesiones del eritema nodoso |eproso, estan compuestas de nédulos de inflamacién aguda que se
desarrollan por infiltraciones lepromatosas pre-existentes. El tratamiento con sulfonas parece
provocar estareaccion.

Otra reaccion del estado reactivo en lepra lepromatosa es e “fenébmeno de Lucio”, que
ocurre como una necrosis foca en regiones difusamente infiltradas de lapiel.

En la lepra tubercul oide los pacientes pueden eventualmente pasar a ser invalidos porque la
destruccion de los troncos nerviosos pueden producir la degeneracion de los musculosy la pérdida
de lasensibilidad, resultando en lesiones trauméticas.

Lalepra tubercul oide en contraste con la lepromatosa, se apacigua después de pocos afios y
no mata al paciente.

TABLA 1.5 TABLA COMPARATIVA DE LEPRA TUBERCULOIDE Y LEPRA

LEPROMATOSA
Lesionesdelapie Tuberculosis L epromatosa
- NuUmero Pocas Muchas
- Tamafio Grandes Pequefias
- Infiltracion celular Pequefias Grandes
- Limites Definidos Vagos
- Adormecimiento Temprano Tardio
Bacteriologia:
- NUmero de bacilos a cohol-&cido- Pocos Numerosos
resistentes
- Granulos (paguetes de organismos Ausentes Presentes
&cido resistentes)
Histologia:
- Granulomas Epiteliaes + -
- CéulasLeprosas - +
- Destruccion Nerviosa Temprana Tardia
- Pruebade Mitsuda + -

D. Terapia

Las lesiones encontradas en las formas indeterminadas de lepra no son sobresalientes, sin
embargo, es muy importante reconocer las lesiones como leprosas porque € tratamiento
conveniente detendra el futuro desarrollo de la lepra. Las sulfonas son las mas efectivas. La droga
de eeccion es probablemente la 4,4-diaminodifenil sulfona (DDS) también conocida como
Dapsona. La sulfona Promin es también efectiva. La Tiambutosina (una tiourea) puede ser usada
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con éxito en individuos que no pueden tomar sulfonas.
E. Diagnostico de Lepra

El examen médico rutinario del paciente no establecerala presencia o ausencia de lepra. Se
deben considerar |os antecedentes del paciente, por g emplo: donde vive € paciente, sus contactos
personales, s sus parientes han tenido lepra, s él ha estado en &reas endémicas de lepra. Se debe
averiguar s € paciente es hipersensible ala drogas.

Durante € examen fisico se debe prestar especial atencién a cualquier irregularidad en la
piel, ganglios linféticos, ramificaciones nerviosas superficiales, muscul os, membrana mucosa de la
nariz, garganta, bocay ojos. Siempre compromete la sensibilidad nerviosa. Una disminucién en la
sensibilidad es un sintoma primario de neuritis leprética. Inspeccionar la cavidad nasal en busca de
lesiones en € tabique. Note las fibras de | as cgjas e inspeccione [0s 0j 0s.

El examen bacteriol dgico es indispensable para € diagnostico. Los frotis deben ser hechos
rutinariamanete de varias lesiones diferentes. Todos |os frotis deben ser tefiidos para determinacion
acohol-&cido-resistente.

A menudo, a menos en una lesion cuténea, (si esta presente) se debe hacer biopsia para
examen histopatoldgico. La prueba cutdnea con lepromina no es diagndstica; sin embargo, ésta
puede ser Util unavez que lalepra esta establecida, para determinar €l tipo.

F. Resumen de las caracteristicas de la Lepra

1) Mycobacterium leprae es &l organismo causante de la enfermedad en e hombre (Hansen 1874),
por lo que también se le conoce como Bacilo de Hansen.

2) Esd agente causal de lalepra, la cua también es conocida como enfermedad de Hansen.

3) Esta enfermedad esta ampliamente distribuida. En el hombre, produce cuatro formas:
Lepraindeterminada: lesiones tempranas.

Lepratuberculoide.

Lepralepromatosa.

Lepradimorfa: condicion de frontera, tratamientos mezclados.

4) La lepra indeterminada presenta |esiones tempranas que son de dificil diagnostico. Este tipo de
lesion, responde bastante bien al tratamiento. No se puede determinar qué tipo de lepra resultara de
unalepraindeterminada.

5) La lepra es caracterizada como una enfermedad superficia, granulomatosa, que afecta
comunmente |las extremidades.

a) Lalepratuberculoide es unaformaleve deinfeccion, la cua a menudo desaparece.

b) Lalepralepromatosa es severay en ocasiones fatal.
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6) Los granulos son paquetes 0 aglomeraciones de bacilos acohol-&cido-resistentes, que se
encuentran dentro de los macrofagos (globi).

7) Las células leprosas son grandes, espumosas, |lenas de bacil os al cohol -&cido-resistentes.

8) Prueba de Mitsuda en pie: Aidar € bacilo de un tgido fijado en formdina Inyectar
subcutaneamente al individuo sospechoso.

Buscar una reaccion de hipersensibilidad retardada. Prueba usua para diferenciar formas
tubercul osas de lepromatosas, pero debido a su reactividad con agentes etiol 6gicos de otro tipo, no
s una prueba de diagndstico de lepra.

9) El aidamiento y cultivo de Mycobacterium leprae en medios artificiales ha falado, pero se han
aidado bacterias alcohol-&cido-resistentes de individuos infectados. La relacion especifica con la
enfermedad es desconocida.

10) Tratamiento:
Dapsona (4,4 diaminodifenil-sulfona o DDS). Cura la lepra indeterminada. Promin. Sulfona
utilizada cuando DDS no se puede utilizar.

11) Diagnéstico:

No puede ser diagnosticada por medio de una pruebasimple.

Hay que tomar en cuenta varios criterios:

a) S d individuo sospechoso ha estado en aguna area endémica de lepra (sureste de Estados
Unidos, Sudamérica, Africa, Asia, &reas subtropicales).

b) Buscar zonas de adormecimiento en lapiel.

¢) Presencia de granulomas no ulcerativos'y no supurativos.

d) Buscar agunos caracteres especificos (listadosen latabla 1.5

12) Laleprano es muy infecciosa. No es tan contagiosa como se describe en la Biblia. De hecho no
es muy transmisible. (Aparentemente se requiere un contacto prolongado).

Mycobacterium lepraemurium

Bacilos de 3 a 5um de longitud con extremos ligeramente redondeados. Cuando se tifien,
las células a menudo muestran una aparienciairregular. Las formas densay uniformemente tefiidas
parecen ser infectivas para animales, en contraste a las formas “degeneradas’ irregularmente
tefiidas. Fuertemente a cohol-&cido-resistente.

Como los bacilos leprosos humanos, este organismo no ha sido cultivado “in vitro”, pero
puede ser pasado experimentalmente a traves de ratas, ratones y hamsteres. Alguna elongacion de
células con sintesis de sustancias macromoleculares ha sido observada en medios de cultivo, pero
lamultiplicacion de células no ocurrio.
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Los bacilos de lesiones no estan agrupados en racimos, masas redondeadas o0 en palizada
como en lalepra humana. La capacidad de los bacilos de transferir hidrégeno de los tgjidos puede
ser demostrada por reduccién de tetrazolio y alguna correlacion puede ser hecha entre esta
propiedad y e caracter infeccioso de los bacilos. La multiplicacion de M.lepraemurium en ratones
es inhibida por isoniazida, estreptomicina, iproniaziday viomicinay, en menor grado, por promina
y diaminodifenil sulfona.

Las paredes celulares de M.lepraemurium contienen arabinosa y galactosa como azlcares
principales y aanina, acido glutdmico y &cido diaminopimélico como aminoacidos del
mucopéptido; y una ata proporcion de lipido, como estipico de otras micobacterias cultivables.

Causa de enfermedad endémica de ratas en varias partes del mundo, habiendo sido
encontrado en Odessa, Berlin, Londres, Nueva Gales del Sur, Hawai, San Francisco y agunos otros
stios. La enfermedad natural ocurre principalmente en la piel y ganglios linfaticos causando
endurecimiento, alopeciay ulceracion eventual.

Enfermedades nodulares en la piel de otros animales han sido descritas, por gemplo:
enfermedad del bafalo en India, de una rana en Sudamérica y de gatos en Austraia, ha sido
asociado con bacilos acohol-acido-resistentes que alin no han sido cultivados sobre medio
artificial.

Mycobacterium marinum

Bacilos moderadamente largos a cortos, con septos transversales. Los indculos diluidos en
medio solidificado con huevo producen colonias lisas a rugosas después de 7 0 mas dias de
incubacion a 30°C. Las colonias que crecen en la oscuridad no son pigmentadas; cuando las
colonias crecen en laluz o cuando siendo jévenes son brevemente expuestas a ésta, llegan a ser de
color amarillo brillante. Sobre agar albumina acido oléco, las colonias son lisas, interconvertibles a
convexas, con borde completo y centro abovedado, con abatimientos o irregularidades en la
periferia, exhiben e mismo patrén de pigmentos (fotocromogenicidad) que en e medio de huevo.
Crecen en un rango de temperatura de 22°C a 35°C.

Aidado de peces enfermos y de acuarios. En € hombre frecuentemente se puede encontrar
en laepidermis, en lesiones de la piel, resultantes de rozaduras ocurridas en piscinas contaminadas
con € organismo. Produce granulomas cutaneos (“granuloma de piscinas’) en & hombre,
generalmente en los codos, pero también se puede encontrar en las rodillas, los pies, y en los dedos
de los pies y manos, produciendo papulas o nddulos, algunas veces ulcerantes. Usualmente se cura
de manera espontanea, luego de algunos meses de infeccion.

L os ratones que reciben un gran indculo intraperitoneal desarrollan ulceraciones en la cola,
las patas y € escroto, algunas veces ocurren lesiones viscerales y muerte. Después de la
inoculacion intravenosa las lesiones se limitan ala cola, inoculacién en € cojinete plantar da lugar
ainflamacion local y alguna ulceracion. Los cobayos inoculados subcutaneamente o por inhalacion
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no desarrollan la enfermedad, la inoculacion intraperitoneal, ocasionalmente produce lesiones
escrotales. Las ratas inoculadas intraperitonealmente no desarrollan la enfermedad, pero pueden
presentar nddulos viscerales y en ganglios linféticos hiliares. Los pollos no desarrollan lesiones
cuando son inoculados intraperitoneal o intravenosamente, pero los embriones de pollo mantenidos
a30°C (no a 37°C) adquieren una enfermedad fatal.

Los congjos desarrollan lesiones locales cuando € indculo es aplicado en sitios cutaneos
raspados, y pueden desarrollar granuloma con necrosis caseosa en € escroto después de la
inoculacién intraperitoneal o intravenosa. Representantes de cincuenta especies poiquilotermas
(reptiles, anfibios y peces) han sido encontrados susceptibles a la fatal infeccion sistemética,
cuando |os mismos son mantenidos a 30°C.

Estructura antigénica: Magnusson (1967), distinguié M.marinum de otras diez especies
micobacterianas, incluyendo M.kansasii, por hipersensibilidad dérmica. El uso de intestinos de
cobayos sensibilizados por la técnica Schultz-Dale demostré un patron antigénico distinto. Un
serotipo de aglutinacion ha sido establecido, € cual reaccionen 21 cepas probadas.

No se ha visto reaccion cruzada con M.kansasii por esta técnica o por inmunodifusion con
antigeno soluble en fenol. Similarmente, s6lo un serotipo se establecid por inmunofluorescencia

Castelnuovo y Mordlini (1961) empleando andisis inmunoelectroforético, reportaron
numerosas bandas de identidad entre M.balnei, M.platypoecilus y M.marinum y concluyeron que

éstas representaban una sola especie. La infeccion puede causar numerosas reacciones de bajo
titulo de tuberculina, sugestiva de unatuberculosis epidérmica.

Mycobacterium microti

Bacilos, que producen un crecimiento primario (28-60 dias) en medios a base de huevo
pero libre de glicerol. Puede adaptarse y tolerar a glicerol. La morfologia de sus colonias es
variable. Temperatura dptima, parael crecimiento es de 37°C.

Causa la tuberculosis naturalmente adquirida en € ratdn campestre. Produce lesiones
locales en cobayos, congjosy terneras. Pierde patogenicidad en cultivos repetidos.

Es un organismo que inmunologicamente estd estrechamente relacionado con
M.tuberculosis y M.bovis. Es una formaintermedia entre M.tuberculosis y M.bovis.

Mycobacterium nonchromogenicum

Subsecuente a la publicacion origina de este nombre, Tsukamura (1966), propuso que €l
nombre de estos organismos fuera cambiado a M.terrae, tal propuesta probablemente no constituye
una publicacion vdida del nuevo nombre bgo la Regla 12 dd Cddigo Internaciona de
Nomenclatura de Bacterias (1966). Bgo estas circunstancias, € nombre M.terrae aplicado
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independientemente por Wayne (1966) a otro grupo de organismos podria aparecer vaidamente
publicado. M.nonchoromogenicum de Tsukamura es similar a M.terrae de Wayne, pero difieren en
algunas propiedades. Por cierto nimero de criterios de diagndstico aplicados, pueden ser agrupados
juntos para propésitos practicos como un complejo M.terrae, puesto que ninguno de los dos parece
estar asociado con enfermedad.

Carentes de actividad o y p-esterasa. Cepas que ocasiona mente desarrollan un pigmento
rosa. Los bacilos persisten en los tgjidos de ratones sin evidencia de patogenicidad. Aisado de
ratones inyectados con suero.

Mycobacterium paratuberculosis

Bacilos gruesos, 1-2 um de longitud, se tifie de manera uniforme, pero ocasionalmente las
formas més largas muestran segmentos alternos sin tincion.

Este organismo es dificil de cultivar; en cultivos primarios ha sido cultivado solamente en
medios que contengan bacilos de tuberculosis muertos u otras bacterias acohol-acido-resistentes.
En pocas ocasiones los cultivos han sido aclimatados a un medio sintético libre de la adicion de
bacterias muertas.

La incorporacion de extractos purificados de micobacterias (micobactinas) elimina e
requerimiento de adicion de bacilos a cohol-acido-resi stentes muertos al medio para asi permitir su
crecimiento.

Las micobactinas representan una familia de factores de crecimiento quelantes del hierro
gue derivan de diferentes especies de micobacterias.

Las colonias que crecen sobre e agar glicerol conteniendo M.phlei muerto por calor, son
discernibles tan solo después de 4-6 semanas y éstas son de color blanco pdido, eevado y
circulares, con una capa y € borde ligeramente irregular. Las colonias vigas llegan a ser més
elevadas, radiamente estriadas o irregularmente plegadas y de color blanco amarillento pdlido.
Sobre medio de Dorset glicerol huevo, conteniendo cerebro de carnero y M.phlei muerto por
calentamiento, € crecimiento es ligeramente mas superfluo que € descrito arriba.

Aidado de lamucosaintestina del ganado con enfermedad de Johnes, una diarrea cronica.
Aparentemente, parésito obligado en la naturaleza. Los organismos aidados de oveas son
reportados como més dificiles de cultivar que |os de reses.

Produce la enfermedad de Johnes en reses y ovegas. Experimentalmente produce una
enfermedad similar en cabras. Los cobayos, congjos, ratones y ratas son afectados. Dosis muy
grandes en animales de laboratorio, producen lesiones nodulares locales ligeras en comparacion
con las producidas por M.phlei.

Estructura Antigénica: la Johnina, preparada como tuberculina, provoca reacciones
positivas en ganado con enfermedad de Johnes. De acuerdo con Fadyean y Sheather (1916), los
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animales tuberculosos pueden también dar reaccion. Plum (1925), mostré6 que los animales
sensibles a la tuberculina aviaria reaccionan a la Johnina 'y que la tuberculina aviaria causa una
reaccion en algunos animales infectados con bacilos de Johnes.

En estudios inmunoelecroforéticos Tuboly (1965), demostré la presencia de cuatro
antigenos en comun con M.avium y cinco en comin con M.tuberculosis.

Mycobacterium phlei

Bacilos cortos, 1.0-2.0um de longitud, raramente mas largos. Alcohol-&cido-resistente,
particularmente después de incubacion prolongada (5-7 dias) puede ser irregular (5-100% de
céulas acohol-acido-resistentes). Los inoéculos diluidos en medio solidificado con huevo,
usuamente producen colonias rugosas, toscamente arrugadas, de color amarillo profundo a
anaranjado después de 2 a 5 dias de incubacion; unos pocos cultivos lisos, suaves y butirosos.
Sobre agar abumina &cido oléico e crecimiento no es abundante; las colonias pueden ser lisas con
un centro convexo rodeado por un borde plano trandtcido con sus bordes enteros o irregulares y
grénulos oscuros cercanos a centro de la colonia; las colonias rugosas son planas y de apariencia
granular a ligeramente acordonada, con granulos cercanos a centro y bordes irregulares. Capaz de
crecer de 22°C a52°C.

No patégeno para ratones, ratas, cobayos, congjos, pollos, ranas o carpas. Originalmente
aisdado de heno y pasto. Reportado como ampliamente distribuido en la naturaleza, aunque
recientes estudios de suelo han revelado pocas cepas.

Estructura Antigénicaa un grupo homogéneo demostrado por técnicas de
inmunofluorescencia, sensitinas especificas e inmunodifusion e inmunoel ectroforesis.

Mycobacterium scrofulaceum

Bacilos cortos a largos o filamentos. Las colonias sobre agar solidificado con huevo, son
usualmente lisas y de color amarillo a anaranjado en 7 0 més dias de incubacion a 37°C. Son
escotocromégenas y no producen niacina. Sobre agar albimina écido oléco, las colonias son
planas, amarillas, agunas convexas, con borde entero y otras con € centro convexo y borde
irregular. Ocasionalmente cepas rugosas. Crecimiento dptimo a 35°C.

Aidado de una lesidon cerrada de linfoadenitis cervical en un nifio. M&s comunmente
encontrados en secreciones humanas y en pus de ganglios linféticos cervicaes supurantes
(especiamente en nifios) y considerado el agente etiolégico de tales lesiones. También encontrado
en esputo humano y en lavado gastrico, usualmente como residente casual, pero en ocasiones
asociado con enfermedad pulmonar. Ocasionalmente encontrado en suelo. Los serotipos de esta
especie han sido encontrados en cerdos.

En enfermedades humanas, méas comlUnmente implicado como agente etiolégico de
linfoadenitis cervical en nifios. De patogenicidad limitada en animales experimental es.
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No causa enfermedad generdizada extensiva en ratas, hamsteres o pollos, ocasiond
involucramiento de ganglios linféticos, y raramente lesiones | ocalizadas en higado o bazo.

En cobayos inoculados subcutaneamente produce absceso en e sitio de inoculacion e
inflamacion de los ganglios linfaticos regionales; lainoculacion intraperitoneal causainflamaciony
supuracion de los ganglios linféticos regionales y ocasiona mente una peritonitis de varios grados y
raramente lesiones en higado o bazo, pero si causa enfermedad no generaizada o muerte. Estos
organismos no responden bien ala quimioterapia.

Estructura Antigenica: Magnusson (1962) distinguioé M.scrofulaceum de nueve especies de
micobacterias y de ciertas nocardias con base en la hipersensibilidad dérmica. Asi también, igua6
M.scrofulaceum con M.marinum. Runyon y Dietz (1971) fueron capaces de distinguir éstas de
M.gordonae por estatécnica.

Schaefer (1965, 1968) demostrd la existencia de tres serotipos identificados como
“scrofulaceum”, “lunning” y “Gause” por aglutinacion bacilar, con alguna actividad cruzada con
cultivos, los cuales presentan en adicion propiedades de otras especies.

En estudios inmunoelectroforéticos de extractos bacilares, esta especie dio un patrén de
reaccion distinto y bien definido. Un extracto soluble de bacilos en metanol y acetona produjo por
inmunodifusion una banda especifica de precipitina, comin a aquellas bacterias que encgjan en €
patron bioguimico de M.scrofulaceum, incluyendo los cultivos identificados como M.marianum,
M.scrofulaceum y la cepa“ Gause”.

Mycobacterium simiae

La publicacion original de las especies descritas como micobacterias fotocromogénicas, las
cuales fueron niacina negativa y positiva para catalasa o peroxidasa. Resultados variables fueron
reportados para reduccion de nitratos, lipasa'y amidas. Ningun tipo de cultivo fue especificado en
la publicacion original. Kappler produjo una descripcion bioquimica detallada de una de las cepas
originales (No. 61) reportandola negativa para reduccion de nitratos pero positiva para fosfatasas,
hidrdlisis de tween 80y nicotinamidasay pirazinamidasa.

Esta difiere del reporte origind de Karassova y et a, quienes encontraron esta cepa
negativa para todas las pruebas de amidasa. Magnusson dividié los cultivos reconocidos como
M.simiae en dos grupos, con base en las reacciones de hipersensibilidad retardadas, con la cepa No.
61 cayendo en & grupo 1y la cepa origina de los autores No. 29 tipica del segundo grupo.
Karassova y et a describieron las cepas No. 29 como positivas para la reduccion de nitrato,
hidrdlisis de tween 80, acetamidasay ureasa.

Weiszfeiler et a reportaron similitud en estructura antigénica entre No. 61 y M.avium,
B.C.G. y M.balnei (marium), pero notan que esta cepa puede no ser considerada tipica de
M.simiae.El estatus taxondmico de esta especie no estaclaro.
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Mycobacterium smegmatis

Bacilos delgados de 3.0-5.0um de longitud, algunas veces curvados, con céulas
ramificadas o en forma de “Y”, células ocasionamente hinchadas, en cuerpos como rosario o
cocoides que se tifien profundamente.

La tincion acohol-é&cido resistente después de incubar por 5 dias puede ser irregular
(10-80% de células acohol-acido-resistentes). Los indculos diluidos en medio solidificado con
huevo, usualmente producen abundante crecimiento de colonias finamente arrugadas a toscamente
plegadas de color blanco cremoso después de 2-4 dias de incubacidn. Colonias lisas brillantes,
butirosas cominmente vistas. Raras colonias pigmentadas, pero pueden ser observadas en cultivos
vigos y méas comunmente sobre medio que no contenga huevo. Sobre agar alblmina écido oléco,
forman colonias rugosas, ligeramente convexas, de textura suave, no acordonadas pero si
granulares.

La forma lisa es convexa, tiene una capa delgada tranducida con borde entero, y los
grénulos oscuros estén distribuidos a través de la porcion central de la colonia. Capaz de crecer de
25°C a45°C.

Los in6culos pequefios no son patdgenos en cobayos, ratones, hdmsteres o pollos; aungue
se obtienen algunas veces cultivos positivos de bazos de ratones y/o cobayos. Aislado de esmegma.
Comunmente encontrado en suelo y agua, aungue recientes aislamientos de estas fuentes no han
Sido frecuentes.

Estructura Antigénica: es un grupo homogéneo identificable por sensitinas especificas y
técnicas de inmunodifusion e inmunol bgicas.

Mycobacterium terrae

Bacilos moderadamente largos a cortos. Los inéculos diluidos en medio solidificado con
huevo o agar albumina acido oléico, producen colonias lisas a rugosas, blancas a grises después de
7 0 més dias de incubacion a 37°C.La cepatipo exhibe actividad o, y B-esterasa,

Aidado de esputo y lavado gastrico humanos, considerado residente casual en vez de patdgeno. Se
ha aidado también dd suelo. Produce lesiones locales no sistémicas después de inoculacion
intradérmica de 10" mg a cobayos.

Mycobacterium triviale
De un inéculo diluido no aparecen colonias maduras sobre medio sélido en una semana.
Las colonias sobre medio de huevo son rugosas, secas acumuladas y no cromogénicas. Sobre agar

acido oléico las caracteristicas colonias “R” son vistas, las cuales son facilmente confundidas con
las de M.tuberculosis. Crecen pobremente, si existen, sobre agar harina de maiz.
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Resistente atiacetazona. Aislada de esputo, pero no considerada patégena.

Estructura Antigénica: se encontraron bandas especificas por andlisis de inmunodifusion de
extracto citoplasmatico y reaccion especifica por anticuerpos fluorescentes y prueba de
aglutinacion en clulastotales.

Mycobacterium tuberculosis

Bacilos, varian de 0.3-0.6 por 1.0-4.0um, rectos y ligeramente curvados, ocurriendo
singularmente y ocasionalmente en hebras. Se tifien uniformemente o irregularmente, a menudo
mostrando formas bandeadas o de rosario. Fuertemente alcohol-écido-resistentes y écido alcohol
resistentes, como se demostré por el procedimiento de Ziehl-Neel sen o fluorocromo.

El crecimiento tiende a ser en serpentina; en masas como cordones en los cuales |os bacilos
muestran una orientacion paralela

Las colonias de las formas avirulentas son menos compactas. El crecimiento en todos los
medios es lento, requiriendo varios dias 0 semanas para desarrollarse, dependiendo del medio y
tamafio del indculo, € tiempo de generacion “in vitro” bajo condiciones éptimas es de 14 a 15
horas.

En la mayoria de los medios solidos las colonias son rugosas, elevadas, gruesas, con una
superficie nodular o arrugaday un margen delgado irregular; pueden llegar a estar pigmentadas (de
blanco a color carne pélido o amarillo uniforme). Las colonias en agar alblimina &cido oléico, son
planas, rugosas, acordonadas, secasy usua mente no pigmentadas.

En medio liquido carente de un agente dispersante, € crecimiento empieza sobre € fondo
dd tubo como una pelicula, la cual se extiende hacia los lados del envase; esto eventualmente
formara una pelicula la cua se extendera hacia arriba por los lados del tubo sobre la altura del
medio. Cuando € tubo es agitado, el crecimiento se arremolina a través del medio como fléculos
tipicos pequefios y sueltos.

Una pdlicula extendida sin crecimiento sobre € fondo puede resultar de la inoculacién en
superficie. Las pdiculas, con € tiempo, llegan a ser gruesasy arrugadas.

En & medio arabinosa-tween de Dubois € crecimiento es difuso, asentado, S no se mueve,
pero realmente disperso. De la siembra dispersada en € medio de agar en tubo, e crecimiento
evidente es confinado principalmente a la superficie. Temperatura éptima 37°C algunas crecen de
30°C a34°C.

El pH 6ptimo variade 6.4-7.0. El crecimiento a 37°C es estimulado por incubacién aerébica
con adicién de 5-10% de bidxido de carbono y por adicion de glicerol al 0.5% en € medio.
Vigorosa reduccion de nitrato. Niacina positiva. Actividad de catalasa relativamente débil y
pérdida de ésta después de calentamiento a 68°C.
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Las diferencias entre cepas de bacilos tubercul osos han sido demostradas por sus diferentes
patrones de respuesta a cierto nimero de fagos.

M.tuberculosis produce la tuberculosis en € hombre, otros primates, perrosy algunos otros
animales que tienen contacto con & hombre. Experimentamente un indculo de 0.0lmg es
altamente patdgeno para cobayos y hamsteres, pero relativamente no patdgeno para conejos, gatos,
cabras, bovinos o aves domesticas. Los inoculos de 0.001-1.0mg son usados para la produccion de
enfermedades experimental es en ratones.

Las cepas de menor virulencia para animales experimentales han sido aidadas de lupus,
tuberculosis urogenital y escrofuloderma. La atenuacion de la virulencia puede ocurrir
espontédneamente por subcultivos en medios artificiales. La virulencia puede ser manifestada por
seleccion de porciones apropiadas de crecimiento sobre medio adecuado o por paso en animal.

Muchas cepas de M.tuberculosis aisladas de pacientes del sur de la India solo causaron
lesiones localizadas en cobayos y la enfermedad tiende a recidivar. Estas cepas son de catalasa
activa, pero son susceptibles a perdxido eisoniazida.

La estreptomicing, € PAS, isoniazida'y ad menos nueve medicamentos més, estén en uso
debido a su efecto inhibitorio en M.tuberculosis y la susceptibilidad a su accion es Util en €
reconocimiento de las especies. Las mutantes espontaneas resistentes a uno de estos medicamentos
pueden reemplazar alacepaoriginal, si @ tratamiento esimpropio.

La resistencia a isoniazida regularmente acompafiada de cambios en otras propiedades,
tales como la pérdida de la actividad de peroxidasay catdlasay la atenuacion de la virulencia para
los cobayos, mientras que las cepas con catalasa negativa cas uniformemente carecen de la
habilidad de producir enfermedad progresiva en cobayos.

(|')H
R-CH-CH-COOH ACIDO MICOLICO
R1
Componentes Celulares: todas las especies de Mycobaterium asi como Corynebacterium y
Nocardia contienen lipidos complgos que tienen subunidades de acidos micolicos. Ninguna otra
bacteria contiene estos compuestos. Lalongitud de la cadena de acido micdlico es caracteristica de
cada género de organismo.

Mycaobacterium: longitud de la cadena de carbono de 80-88.

Corynebacterium: longitud de la cadena de carbono de 30-40.



Nocardia: Longitud de la cadena de carbono de 50-60.

Estos compuestos semejantes a la cera son hidrofébicos y protegen a organismo contra la
desecacion y sustancias quimicas.

M.tuberculosis virulento posee €l “factor cuerda’ y estas cepas tienden a crecer en cordones
“serpentinos’. El factor cuerda es encontrado en la pared celular (envoltura celular) y membrana
citoplasmética y es € 6,6-dimicolato de trealosa. El factor cuerda puede contar mucho en la
reaccion del huésped a organismo que inducira las lesiones tuberculosas. El factor cuerda es
también encontrado en Corynebacterium y Nocardia. Larelacion con lavirulencia no es conocida.

La cera “D” es encontrada en la pared celular de Mycobacterium, Corynebacterium vy
Nocardia. Esta es un peptido-glucolipido (la mitad del lipido es &cido micdlico) responsable de la
hipersensibilidad retardada. Esta aumenta la formacion de anticuerpos actuando como un
adyuvante.

Estructura Antigenicas los animaes infectados incluyendo a hombre, exhiben
hipersensibilidad retardada a filtrados de cultivos de M.tuberculosis crudos o purificados y menos
sensibilidad a preparaciones semejantes a tuberculina de otras micobacterias.

La enfermedad causada por M.bovis no se distingue de la provocada por M.tuberculosis por
el uso de las tuberculinas utilizadas cominmente. Las infecciones por otras especies de
micobacterias resultan mucho menos sensibles a la tuberculing, aunque si una “segunda
concentracion” de 250 unidades de tuberculina PPD es administrada, las pruebas de piel pueden
erréneamente ser interpretadas como indice de infeccion con M.tuberculosis.

A las técnicas por aglutinacion y absorcion de aglutining, M.tuberculosis es
antigénicamente homogéneo, es muy similar a M.bovis y M.microti pero distinto de otras especies.
La inmunoelectroforesis, las pruebas de doble difusion de precipitina en gel, la hemaglutinacion y
otras técnicas serolégicas en general confirman estos descubrimientos. Algunos antigenos son
compartidos por M.tuberculosis, M.bovis y M.kansasii, pero cada uno de ellos probablemente tiene
uno 0 mas antigenos distintivos. La relacion con M.leprae se establece por la presencia de
anticuerpos que precipitan a antigeno de M.tuberculosis en sueros de pacientes con lepra
lepromatosa

Los rayos X pueden mostrar las lesiones tuberculosas, pero frecuentemente una persona
puede tener tuberculosis sin ninglin signo demostrable por Roentgenografia. La prueba de la
tuberculina es muy utilizada en pacientes que presentaron negatividad ala blsqueda con rayos X.

El fendmeno de Koch. Si se infecta un animal (cobayo) y después se trata de reinfectarlo.
Se produce una reaccion severa, que se caracteriza por un endurecimiento y ulceracion de la pidl.
Pero @ anima no es reinfectado. Las lesiones desaparecen después de 48 horas y los ganglios
linfaticos quedan libres de micobacterias. El fendmeno de Koch es la base de la reaccion a la
tuberculina.
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El Derivado Proteinico Purificado (PPD) o la tuberculina de “Old” que son usadas en la
prueba de la tuberculina (Prueba de Mantoux), ya no son un material crudo puesto que laPPD esta
precipitada con sulfato de amonio.

Prueba de Mantoux: (Prueba de Sensibilidad) inyecte PPD intradérmicamente y observe €
endurecimiento después de 48 horas. Prueba positiva: induracion mayor de 10 mm. Prueba dudosa:
induracién menor de 10 mm.

Una prueba positiva indica que € paciente puede tener o ha tenido una infeccién (pero
recuerde que ocurren reacciones cruzadas con otras micobacterias).

Prueba de Tyne: menos tuberculinainyectaday no tan sensible. Si se sospecha tuberculosis
haga una prueba de Tyne en lugar de la de Mantoux. Si la prueba es negativa y alin se sospecha
tuberculosis, haga la prueba de Mantoux.

Tratamiento: INH (isoniazida) es la droga de el eccidn. Es bactericida tanto para organismos
intracelulares como extracelulares.

La INH se usa frecuentemente en combinacion con acido p-amino-sdicilico (PAS). En
algunos casos se usa etambutol en lugar de PAS. La estreptomicina se usa frecuentemente sola.
Mata a organismos extracel ulares pero no tiene efecto sobre losintracelulares.

Ciertas cepas de M.tuberculosis son resistentes a estreptomicina. Otras drogas usadas son:
kanamicina, rifampicinay cicloserina

El tratamiento con antibi6ticos en la tuberculosis es una terapia prolongada.
Mycobacterium ulcerans

Bacilos moderadamente largos. El crecimiento sobre medio solidificado con huevo se hace
evidente como minimo después de 4 semanas de incubacion a 30-33°C, produciendo colonias
transparentes convexas. En cultivos vigos llegan a ser poco convexas a planas con bordes
irregulares y superficie rugosa, de color amarillo. Colonias acordonadas rugosas son producidas
sobre agar albimina &cido oléico. Capaz de crecer entre 30 y 33°C, pero existe poco crecimiento a
25°C y usua mente ninguno a 37°C.

Causa Ulceras en la piel humana, caracterizadas por extension indolora desde éreas de
endurecimiento apenas visible hasta grandes areas con adelgazamiento de los bordes. Las ratas y
ratones se pueden infectar experimentalmente; los cobayos, cerdos, congjos, aves y lagartos son
resistentes. Las ratas inoculadas experimentalmente desarrollan lesiones necréticas hemorrégicas
rodeadas por zonas de acumulacién celular consistentes de leucocitos, linfocitos y macréfagos. No
hay células gigantes.
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Las zonas necrética 'y celular muestran grandes masas de bacilos a cohol-acido-resistentes
en |os espacios extracel ulares y macrofagos.

Las lesiones humanas no muestran respuestas inflamatorias pero consisten de areas de
necrosis liquidas y lisis tisular. Desarrolla lesiones solamente en |as partes més frias del cuerpo de
animales experimentales. Asi, lainoculacion en € cojinete plantar del ratdn, en forma consistente,
causa lesiones locales; la inoculacion por via intranasal, intraperitoneal o intravenosa no causa
lesiones viscerales, pero después de la inoculacion masiva, resulta en lesiones ulcerantes en partes
periféricas, sin pelo del cuerpo y sobre e escroto.

Ocasionalmente ha sido aidado de | esiones cutdneas humanas en Australia; ha sido también
aidado de infecciones cutaneas ulcerativas dd hombre en México, Nueva Guinea, Malasia y
Africa

No hay quimioterapia. La cura solamente puede ser producida por remocion quirdrgica
cuidadosa. (Se debe estar seguro de que fue removido todo € tegjido infectado). Los organismos no
parecen diseminarse por laruta de la corriente sanguinea.

Estructura Antigénica: En pruebas de fijacion de complemento con sueros de conejos
inmunizados con tipos humanos, bovinos y musélicos, de bacilos de tubérculos, M.ranae y M.phlei,
(los bacilos muertos por calentamiento y lavados sirvieron como antigenos), M.ulcerans fue
encontrado que es antigénicamente distinto de las otras especies patdgenas de los Mycobacterium
probados. Esta conclusion fue apoyada por reacciones de sensibilidad en la piel de cobayos.

Mycobacterium vaccae

Bacilos cortos rollizos de 1.0-4.0 um de longitud, con extremos ligeramente redondeados u
ocasionadmente engrosados; raramente se observa ramificacion pero ocasionamente pueden
aparecer, se observan células en forma de “Y”. La tincion &cido-resistente puede ser irregular en
cultivos vigos.

Los inéculos diluidos sobre medio solidificado con huevo, usualmente producen colonias
después de 2-3 dias de incubacion, lisas, himedas, brillantes, butirosas de forma convexa, con
pigmentacion amarillo profundo a anaranjado. La mayoria de las cepas son extremadamente
sensibles a la luz, siendo no cromogénicas si crecen 1 6 2 dias en la oscuridad total, pero
adquiriendo un pigmento amarillo cuando son expuestas brevemente a la luz. Ocasiona mente son
encontradas colonias rugosas, asi como pigmentadas.

Crecen bien de 22 a 40°C; a 17 y 42°C € crecimiento es restringido y la produccion de
pigmento inhibida.

Aidado de ubres de vaca. Parece estar ampliamente distribuido en la naturaleza; encontrado
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en praderas, pastizales, estanques de riego, pozos e iguamente, en ocasiones, en lesiones cutaneas
en vacas.
Mycobacterium xenopi

Bacilos largos o filamentosos. Los inéculos diluidos en medio solidificado con huevo
producen colonias lisas, no pigmentadas después de 14 dias 0 més de incubacion a 37°C, las
colonias envejecidas son amarillas. Sobre agar Middlebrook pH 10. las colonias tienen centros
opacos, rodeados por una franja de filamentos ramificados, que microscépicamente pueden ser
evidenciados sobre la superficie del agar. Las colonias llegan a ser adherentes a medio por un
crecimiento semejante a botones dentro del agar. Crecimiento 6ptimo a 40 - 45°C.

Ocasionamente asociado con enfermedad pulmonar cronica, pero mas frecuentemente
aislado de secreciones humanas sin enfermedad asociada, no frecuente en enfermedad del tracto
genitourinario. Aidado de granulomas dérmicos de Xernopus laevis. Respuesta variable en
diferentes cepas de ratones inoculados intraperitonealmente con 0.2-10mg, pero pocos animales
mueren, y limitadas |esiones macroscdpicas aparecen en higado, bazo, rifion o pulmaon.

L os cobayos que reciben 4mg intravenosamente desarrollan abscesos caseosos en €l sitio de
inoculaciéon; 1mg intravenoso no causa lesiones macroscopicas e intraperitonealmente causa
nodulos macroscopicos en las visceras de algunos animales; 0.1mg intracutdneamente causa
infeccion y ulceracion en e sitio.

Las gallinas que reciben 4mg intravenosamente desarrollan lesiones no muy grandes, pero
5mg por lamisma via, usualmente matan con lesiones de higado y/o bazo; 1mg por esta ruta induce
lesiones poco severas.

L os conegjos que reciben 4mg intravenosamente desarrollan abscesos caseosos en € sitio de
inoculacion; 5mg intravenosamente causan lesiones macroscopicas o lesiones de articulaciones o
cubiertas de tendones.

Estructura Antigénica:  distinguido de otras micobacterias por reacciones de
hipersensibilidad dérmica. Exhibe cuatro antigenos especificos por pruebas de inmunodifusion.

Mycobacterium malmolense

La morfologia celular va de formas cocoides a bacilos cortos en medio espeso de huevo y
agar albumina-acido oléico, se requiere mas de una semana para observar crecimiento en un rango
de temperatura de incubacion de 22 a 37°C, las colonias son lisas y no pigmentadas; en medio de
agar semisolido después de inoculacion profunda se observa crecimiento debajo de la superficie
como se observa en M.bovis, pero no con otras especies de micobacterias, produce ureasa; en agar
produce pirazinamidasa, es capaz de crecer en presencia de isoniazida (1ug/ml), triacetazona
(10ug/ml), hidrazida de &cido tiofen-2-carboxilico (1ug/ml), hidroliza tween a los 10 dias de
cultivo.
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Se aid6 de esputo y biopsias de pacientes con enfermedad pulmonar considerandose el
agente etiologico de la enfermedad; la inoculacion subcutanea de 0.01 mg de bacilos en cobayos
produce lesiones locales pero no generalizadas, e mismo indculo por via intravenosa en pollos
causa lesiones macroscopicas en higado y bazo en aproximadamente la mitad de las aves y algunas
murieron, e mismo inéculo por via intravenosa en conegjos causa lesiones minimas y raras que
contienen agunos pocos bacilos visibles.

La seroaglutinacion demuestra un serovar Unico, distinto de otras especies, esto esta de
acuerdo con la demostracion de un Unico patron de lipidos superficiaes por cromatografia en capa
fina.

Mycobacterium shimoidei

Bacilos moderadamente largos, frecuentemente en "travesano”, en medio espeso de huevo
aparecen colonias rugosas, no pigmentadas después de 14 a 21 dias de incubacion a 37°C, € rango
de temperatura de incubacion éptima es de 37 a 42°C, crece errdticamente a 28°C, produce
pirazinamidasay fosfatasa &cida, hidroliza tween alos 10 dias de cultivo y resiste temperaturas de
68°C, resiste la inhibicion por tiacetazona (10 pg/ml), hidrazida del &cido tiolen-2-carboxilico
(1pg/ml), izoniazida (1pug/ml).

Fue aidado de esputo y se considera agente etiol 6gico de enfermedad pulmonar.
Mycobacterium asiaticum

Bacilos cocoides, en medio espeso de huevo presenta crecimiento disgénico después de 15
a 20 dias de cultivo a 37°C, usualmente fotocromdgeno, pero ocasional mente falla en la produccion
de pigmento después de la exposiciéon a la luz, no produce pigmento en la oscuridad, la cepa
origina se add de monos, pero se ha consderado que una cepa es causante de enfermedad
pulmonar humana, produce lesiones focales en pulmén de ratén después de inoculacion intravenosa
y puede provocar su muerte de 30 a 60 dias.

Dos cepas de M.asiaticum estudiadas por técnicas intradérmicas reciprocas parecen ser
homogéneas y distintas de otras 5 especies incluidas M.simiae, pero no se comparan con
M.gordonae, células intactas de M.asiaticum que no aglutinaron con un numero de otras
micobacterias.

Mycobacterium szulgai

Bacilos moderadamente largos con algunas estructuras en "travesafnio”, en medio espeso de
huevo desarrolla colonias lisas y rugosas en dos semanas de cultivo a 37°C, en cultivo expuesto ala
luz continua, desarrolla un pigmento naranja. Comportamiento fotocromogeno mas pronunciado a
25°C que a 37°C, produce nicotinamidasa, pirazinamidasay fosfatasa, presenta respuesta positiva a
la catdlasa, se le asocia con enfermedad pulmonar, adenitis cervical y bursitis olécranon en €
hombre. Exhibe aglutinacion especifica con antisuero de M.szulgai y un patrén Unico de lipidos de
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superficie por cromatografia de capafina.
Mycobacterium haemophilum

Bacilos cortos, ocas onalmente curvados, fuertemente écido-alcohol resistente, en medio de
abumina-acido oléico o en medio espeso de huevo, desarrolla colonias de rugosas a lisas no
pigmentadas después de 2 a 4 semanas de incubacién a 32°C, siempre que & medio sea enriquecido
con hemoglobina a 0.4% o hemina 60 uM, pero no con FeCl; o catalasa, crece lentamente a 25°C
y 35°C y no crece a37°C.

Aidado en lsrael de un granuloma subcutdneo de un paciente, bagjo tratamiento por
enfermedad de Hodgkins, posteriormente se encontré en lesiones de pie de pacientes
inmunosuprimidos en Australia. Los cobayos no desarrollan patologia evidente después de la
administracion intravenosa, intramuscular o subcuténea de suspensiones densas, algunos ratones
mueren de 2 a 4 semanas después de la inoculacion, no se observan lesiones gruesas, pero se
encuentran numerosos bacilos intracel ulares en monocitos y macrofagos de higado, rifion'y bazo, la
inyeccién intramuscular de 10° a 107 bacilos en ranas no causan enfermedad cuando € animal se
mantiene a temperatura ambiente, pero e animal muere en 8 a 21 dias cuando se le mantiene a
30°C y se encuentran bacilos en higado y rifion. Se observa aglutinacion especifica para bacilos
completos de M.haemophilum.

Mycobacterium farcinogenes

Filamentos cortos o largos curvados y ramificados en masas, marafias, o0 redes, puede
encontrarse en pus procedente de lesiones o restos de cultivo, no fragmentan en formas bacilares,
fuertemente acido-alcohol resistentes, en medio espeso de huevo desarrolla colonias rugosas,
amarillas convolucionadas, firmemente adheridas a medio y rodeadas de un halo iridiscente
después de 15 a 20 dias de cultivo. Produce nicotinaminidasa, reduce nitratos. Aidado de lesiones
de muermo en bovinos africanos, en administracion subcutanea en cobayos produce abscesos
supurativos después de 8 dias que sanan lentamente, abscesos en testiculos, vesicula semina o
vagina y grandes abscesos en paredes peritoneales y visceras, la mayoria de los animales muere
después de unainfeccion prolongada.

Mycobacterium chelonae

Organismos pleomorficos que van desde bacilos largos y angostos hasta cortos y gruesos
(0.2-0.5 x 1-6um) también se han reportado formas cocoides (0.5um), los cultivos de menos de 5
dias son fuertemente alcohol-&cido-resistentes pero después de este tiempo comienzan a
desarrollarse formas no &cido-resistentes, después de 3 o0 5 dias de incubacion en la mayoria de los
medios, un inoculo diluido produce colonias que pueden ser lisas, himedas y brillantes o rugosas,
usua mente no cromogénicas a color gamuza cremoso. Cuando crece en agar de harina de maiz no
muestra la extensa red de filamentos observada en M.fortuitum.
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Usua mente es capaz de crecer entre 22 a 40°C, esincapaz de crecer a42°C; |as especies de
M.chelonae subespecie chelonae, a menudo no crecen o crecen muy pobremente a temperatura de
37°C o0 mayor. Cuando se reportd originamente se dijo que solo producia lesiones transitorias en
ratones, hamsteres, cobayos y congos. Estudios mas recientes han revelado que la infeccidn
intravenosa en ratones con M.chelonae produce lesiones gruesas visibles en bazo, higado, pulmén
y rifidn, ha causado cambios patologicos en tejido sinovia de rodillay lesiones con abscesos en
region glutea dd hombre, raramente aislado de esputo (con o sin enfermedad relacionada), ha
causado infecciones en heridas postoperatorias incluyendo implantes de vavulas cardiacas,
mamopl astias e infecciones corneal es, también se encuentra en suelo.

Se ha demostrado que esta especie es serolégicay quimicamente distinta de otras especies
de crecimiento répido muy relacionado.

Se ha presentado evidencia que muestra sinonimia M.abscessus y M.borstelense con
M.chelonae, no obstante se ha demostrado que estas especies tienen una diferente composicion
lipidica

Estudios de taxonomia numérica mostraron que M.abscessus difiere en algunos aspectos de
M.chelonae y M.borstelense indicando la existencia de dos subespecies, estudios mas recientes
confirman esta situacion, la homologia ADN/ADN muestra que la designacion de subespecies es
vélida.

Mycobacterium chelonae subespecie chelonae

Ademas de las propiedades indicadas antes, esta subespecie es incapaz de crecer en
presencia de 1% de desoxicolato o nitrito 0.4M y no puede crecer con nicotinamida, benzamida o
nitrito como Unica fuente de nitrégeno.

Mycobacterium chelonae subespecie abscessus

Ademas de las propiedades indicadas antes, esta subespecie si es capaz de crecer en las
condiciones indicadas parala subespecie chelonae.

Mycobacterium senegalense

Originalmente descrita como una subespecie de M.farcinogenes, posteriormente se
reconocio como una especie totalmente diferente, son organismos que crecen como filamentos
cortos o largos, curvos y ramificados, organizados en masa o redes no fragmentan a formas
bacilares.

Después de 1 6 2 dias de incubacion a 25-37°C en la mayoria de los medios aparecen
colonias rugosas, convolucionadas fuertemente, unidas al medio y rodeadas de un halo iridiscente,
su coloracién usuamente va de incolora a color ocre, la homologia ADN/ADN indicala unidad de
este taxon.
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M.senegalense es uno de los dos agentes al cohol-acido-resistentes causantes del muermo,
una enfermedad de pid y sistema linfatico superficial en bovinos africanos, siendo M.farcinogenes
el segundo agente.

Mycobacterium porcinum

Bacilo de 1.5-6um de largo y 0.5um de ancho, en medio base de huevo produce colonias
lisas a rugosas no fotocromogénicas a los tres dias de cultivo, crece a 28 - 42°C pero no a45°C, la
especie que muestra respuesta positiva en 3 dias a la arilsulfatasa, resistencia a NH,OH.HCI (0.5
ug/ml) y degradacion de p-aminosalicilato, M.porcinum difiere de M.fortuitum por su carencia de
nitroreductasa, por exhibir actividad positiva de succinamidasa'y por utilizar benzoato como Unica
fuente de carbono. Se aisl6 de ganado vacuno con linfadenitis tubercul ésica.

CLASIFICACION DE MICOBACTERIAS SEGUN RUNYON

i) Micobacterias tipicas. (causantes de tuberculosis)
1. Mycobacterium tuberculosis: colonias rugosas, produce niacina, crecimiento lento,
crecimiento eugdnico (exuberante).
2. Mycobacterium bovis: colonias peguefias lisas, crecimiento disgonico lento, no produce
niacina.

i) Micobacterias atipicas 0 anonimas:

1. Crecimiento lento:
a) Grupo | de Runyon (Fotocromogenos): colonias pigmentadas en la luz, no
pigmentadas cuando crecen en la oscuridad.
Ejemplos: M.marinum
M.kansasii
b) Grupo Il de Runyon (Escotocromogenos): pigmento anaranjado a rojo tanto en la
luz como en la oscuridad.
Ejemplos: M.scrofulaceum
¢) Grupo |11 de Runyon (no pigmentados): no se pigmentan cuando crecen en laluz u
oscuridad. Son niacina negativos.
Ejemplos: M.intracellulare (bacilo de Battey)
M.ulcerans
M.avium
M.intracellulare no responde bien a la quimioterapia. Este puede prevaecer en
infecciones humanas sobre M.tuberculosis
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2. Crecimiento rpido:
d) Grupo 1V de Runyon: especies principa mente saprofiticas.
Ejemplos: M.smegmatis
M.phlei
M.fortuitum (puede producir prueba de latuberculina, positiva).
M.flavescens
M.vaccae.
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NOCARDIA

El género Nocardia esta conformado por un grupo heterogéneo de microorganismos
aerdbicos aln no totalmente bien caracterizados. Son bacterias Gram positivas, parcialmente
alcohol-&cido-resistentes o no alcohol-&cido-resistentes, filamentosas, que presentan extensa
ramificacion celular. Los filamentos ramificados fragmentan dentro de las células pleomérficas
variando de formas cocoides a bacilares u organismos semeantes a Corynebacterium. Si no son
observadas cuidadosamente pueden ser fécilmente confundidas con otros organismos. Son
aerdbicos y pueden ser muy dificiles de diferenciar de Mycobacterium, género con e cua estan
filogenéticamente relacionadas. Pueden ser diferenciados de Actinomyces y Streptomyces con base
en un andlisis de pared celular. Las paredes celulares de Nocardia, Mycobacterium vy
Corynebacterium son muy similares.

La especie tipo del género eslaN. asteroides. Con € advenimiento de los nuevos métodos
de estudio taxondmico, incluyendo la taxonomia molecular basada en estudios de € ARN
ribosomal 16S, con la utilizacion de estos métodos € complejo Nocardia asteroides ha sido
dividido en muchos subtipos y diferentes especies. Con la idea proveer una base estable de
referencia para toda esta confusion taxondmica, la N. asteroides ATCC19247 ha sido establecida
como la cepatipo para establecer 1a N. asteroides sensu stricto. Todas las otras Nocardias deberan
ser comparadas con esta cepa. Otros miembros del complejo N asteroides han sido renombrados y
éstos incluyen: N.farcinica, N.nova, N. transvalensis, N.cyriacigeorgici, N. puris, N. abscesus,
N.veterana, N.africana, N.cerradoensis, N.tenerifensis, N.inohanensis, N. yamanashiensis, N.
niigatensis, N. neocaledoniensis, N. asiatica, N. testaceus, N. senatus, N. mexicana sp. Las otras
especies caracterizadas incluyen: N. brasiliensis, N. pseudobrasiliensis, N. otitidiscaviarum, N.
seriolae, N.salmonicida, N.vaccinii, N.crassostreae, N. brevicatena, N. carnea, N. lactamdurans,
N. paucivorans, N. flavorosea, N. pseudovaccinii, N. uniformis, N. fusca, N pseudosporangifera, N.
violaceofuscai, N. cummidelens, N. fluminea, N. soli, N. corynebacteroides, N. beijingensis, N.
arthritidis, y N. pigrifrangens sp. nov. Desafortunadamente, debido a la heterogenicidad de este
compleg o, nuevas especies de Nocardia vienen siendo descritas de una manera bastante regular, por
lo que lataxonomia de estos microorgani Smos permanece en constante cambio.

Existen numerosas especies saprofiticas de Nocardia encontradas cominmente en e suelo,
las cuales en términos generales no son patogénicas, por g emplo, laN. asteroides ATCC19247 no
es patdgena para los animales de experimentacion a diferencia de muchas otras N. asteroides que
son moderadas 0 muy virulentas para los animales de experimentacion. Una de estas cepas es laN.
asteroides GUH-2, la cual pertenece a subgrupo VI de Wallace (esta subagrupacion se basa en los
patrones de susceptibilidad a los antibidticos visualizados en € antibiograma). Las N. asteroides
pertenecientes a subgrupo VI de Wallace, representan las cepas de Nocardias aidadas en los
Estados Unidos de casos de nocardiosis humanas. N. asteroides ATCC19247 y GUH-2 representan
el polo opuesto de la continuidad taxonimica para estas especies. La mayoria de las cepas aidadas
de casos clinicos, tanto de humanos como de animales que en e pasado fueron identificadas como
N.asteroides, actuamente estan mas relacionadas a N.cyriacigeorgici (subgrupo VI Wallace de
N.asteroides). Microorganismos semejantes a N.asteroides ATCC19247 cas nunca han sido
aidados de infecciones en humanos. Debido a que la mayor parte de las cepas aidadas de casos
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clinicos incluyendo aquellos del pasado histérico, es decir, anteriores a la N. cyriacigeorgici,
parece gque pertenecen a subgrupo VI de N.asteroides, podria argumentarse que € subgrupo VI de
N. asteroides (N. cyriacigeorgici) deberia ser reasignado a estatus de N. asteroides sensu stricto;
entonces la cepa tipo més correcta para estas especies podria ser 1a N. asteroides ATCC14759 la
cual ha sido extensivamente estudiada. N.asteroides GUH-2 es my similar a la ATCC14759 y
segun datos obtenidos por June Brown del Comunicable Disease Center (CDC), cito: “He
secuenciado utilizando e ARNr 16S de la cepa GUH-2, y asi mismo realicé un alineamiento con la
cepa DSM 44484 que es la cepa tipo de N. cyriacigeorgici, variante de Roth DSM 43005, y mi
secuencia con la N. asteroides del VI de Wallace (ATCCC14759) y en base a estos resultados,
puedo decir que estas cepas son cas idénticas. La cepatipo DSM (tanto en mi secuencia como en
la Roth y la cepa N.asteroides 14759, son idénticas. N.asteroides GUH-2 esidéntica a la cepartipo
de N.cyriacigeorgici y probablemente N.asteroides 14759. Por medio de la secuenciacion de ARnr
16S, las cepas tipo DSM 44484, GUH-2 y ATCC14759 son practicamente idénticas’. Desde
punto de vista de la clinica, es muy importante identificar la especie correcta de Nocardia causante
de una enfermedad especifica, esto debido a que la terapia a ser establecida puede ser
completamente diferente para cada especie. Previo a toda esta nueva taxonomia del complegjo de
Nocardia, tres eran las especies conocidas causantes de la mayoria de la infecciones nocardicas en
el hombre, N.asteroides, N.brasiliensis y N.caviae. (N.otitidiscaviarum).

Las infecciones por nocardia en e hombre han sido consideradas generalmente raras, sin
embargo, estudios recientes revelan numerosos casos reportados en los Estados Unidos y Europa.
Todos |os meédicos puntualizan que existe un problemaen el reconocimiento de | as infecciones por
nocardias, de estaforma, no son reconocidas o son mal diagnosticadas. Latasa de mortalidad actua
por infecciones por nocardias en el hombre se aproximaa 50%.

Por lo anterior se vuelve evidente que las enfermedades causadas por Nocardia no son tan
raras como alguna vez se creyd. Existen dos tipos béasicos de enfermedad en e hombre causadas
muy frecuentemente por N.asteroides causando una infeccion pulmonar primaria la cua
frecuentemente se disemina através del torrente sanguineo y linfético a otras partes del cuerpo. Sin
embargo, también puede ser inicialmente una enfermedad del sistema nervioso central, rifiones,
0j0s u otros organos. Por otro lado, los micetomas por Nocardia, son generalmente causados por
N.brasiliensis. Estos son caracterizados como infecciones crénicas granulomatosas que se agravan
progresivamente en un periodo de varios afios. Siendo caracteristica importante la produccion de
granos (microcolonias de estos microorganismos) que salen por lasfistulasdelalesiony € pus.

El micetoma usualmente permanece localizado desarrolldndose por extension directa a
través delostgidos.

La nocardiosis es més comunmente reportada en los Estados Unidos, aungque posee una
distribucion mundial. Los micetomas por Nocardia han sido reportados en los Estados Unidos pero
SON MUy comunes en regiones tropicales y subtropicales del mundo. La nocardiosis frecuentemente
aparece como segunda infeccion en individuos sometidos a condiciones extenuantes y debilitantes,
tales como proteinosis aveolar pulmonar, tuberculosis, asmay enfisema, neoplasias, leucemia, etc.
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En resumen, agunos laboratorios enfatizan un marcado incremento de infecciones por
Nocardia asociadas con € uso prolongado de corticosteroides, € tratamiento de enfermedades
neoplasicas malignasy con el uso de agentes inmunosupresores.

El diagnostico de nocardiosis y micetomas por Nocardia puede ser dificil y frecuentemente el
diagnostico correcto es realizado “ post mortem”.

A menudo e organismo no crece partiendo de aidamientos del tegido por lo cua esos
cultivos son reportados como negativos. Las Nocardias pueden ser acohol-écido-resistentes en €
tgido y fragmentarse en células cocoides o bacilares, por lo que frecuentemente son confundidas
con Mycobacterium.

Una vez que los organismos son cultivados pueden ser distinguidos de Mycobacterium
dado que Nocardia produce células filamentosas ramificadas en todos |os medios. Las colonias, sin
embargo, presentan gran variacion y pueden ser lisas y grasosas, rugosas y cerosas 0 elevadas y
duras. El “micelio aéreo” gque produce puede ser similar a de Streptomyces en a gunas cepas.

Las infecciones por nocéardia no responden a la penicilina usada para las actinomicosis 0 a
la isoniazida y d PAS usados para la tuberculosis, por lo tanto, la diferenciacion y correcta
identificacion del agente causal de esta enfermedad frecuentemente es posterior a la muerte del
paciente. La droga de eleccion son las sulfonamidas, particularmente sulfadiazina, posiblemente en
combinacion con cicloserina. La quimioterapia es efectiva sblamente en |as etapas tempranas de la
enfermedad.

Las etapas avanzadas, tanto de nocardiosis como de micetomas por Nocardia, requieren
cirugia parcia, ya que los medicamentos son pocas veces efectivos. El prondstico para una
nocardiasis establecida es pobre.

N.asteroides, N.brasiliensis y N.caviae (otitidiscaviarum) pueden ser aidadas del suelo en
cas cualquier parte del mundo, existen en la naturaleza primordia mente como saproéfitos. No se
conoce cOMo 'y por qué causan tan devastadora enfermedad en € hombre.

La morfologia microscopica varia de formas que producen micelio esparcido debido a la
temprana division en fragmentos cocoides y/o bacilares, a aquellas en las cuales la fragmentacion
es retenida, permitiendo una abundante produccién de micelio. Los filamentos ramificados pueden
ser encontrados en la mayoria de los cultivos; pero no son comunes en cultivos vigjos de algunas
especies. El micelio aéreo es formado por algunos organismos los cuaes pueden fragmentar
irregularmente en células cocoides y bacilares, similares a aquellos producidos por € micdio
vegetativo. Los miembros del género pueden ser divididos en 3 grupos morfol égicos de acuerdo al
grado de desarrollo micelial.

Grupo |: los miembros de este grupo tienen una cantidad limitada de desarrollo micelia
debido a inicio de lafragmentacion en e centro de la colonia después de 2-14 horas de incubacion.
Latextura de lacoloniaes blanda, butirosa 0 mucoide.
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Grupo 11 en los miembros de este grupo la fragmentacion es retardada de 18-20 horas, asi
que se da una ramificacion extensiva del micelio. No se produce micelio aéreo. La textura de las
colonias tiende a ser escamosa, pastosa o con una superficie mate.

Grupo I1I: en los miembros de este grupo la fragmentacion es a menudo retardada por
varios dias permitiendo un abundante desarrollo micdia. El micelio aéreo es comUnmente
producido por los miembros de este grupo, los cuales pueden fragmentar en elementos cocoides y
bacilares.

La pared dd micelio permanece como la pared de los fragmentos del mismo modo que la
produccion de artrosporas en los hongos; por o tanto, no se les considera esporas “sensu stricto”,
pero si fragmentos miceliaes. Latextura colonial de los miembros de este grupo puede ser &spera,
cartilaginosa o coriécea.

Caracteristicamente, una colonia se desarrolla por elogacion de un fragmento micelia
cocoide o bacilar. La ramificacion primaria comienza a formarse después de varias horas de
incubacién con ramificaciones secundarias y terciarias seguidas, aunque la fragmentacion
generamente impide laramificacion en las Nocardias del Grupo I.

Lafragmentacion empiezaen e centro de la coloniajoven produciendo elementos bacilares
los cuales contintian elongandose y otra vez se fragmentan. Los elementos bacilares més lgjanos a
centro de lamicrocolonia son rodeados por un micelio periférico ramificado.

Las células cocoides que han sido Ilamadas “microcistos’ o “clamidosporas’ son producidas por
algunos miembros del grupo | y Il. Estas estructuras son més resistentes al calor que las cdlulas
vegetativas, sobreviviendo a 80°C varias horas.

Gram positivas. Algunas especies acohol-acido-resistentes a parciamente al cohol-acido-
resistentes. Aerobios facultativos. No métiles.

Algunas especies de Nocardia producen pigmentos; los pigmentos carotenoides son 1os
més comunes'y mejor conocidos.

Generamente resistentes a la lisozima. Se reconocen fagos virulentos para pocas especies,
se hareportado evidencia de un sistema lisogénico paraa menos una especie.

El contenido de G + C del ADN nocérdico varia de 60-72 moles %. La distribucién parece
discontinua y puede estar burdamente correlacionada a los grupos morfoldgicos. grupo |: 61-63%
de G+ C; grupo |1 66-68% de G + Cy grupo l11: 68-72% de G + C.

Especie tipo: Nocardia asteroides (Eppinger) de acuerdo con la opinion No. 58 de la
Comision Judicial en 1985.
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Nocardia asteroides

El crecimiento empieza después de 10 horas de incubacion por elogacion y formacion del
tubo germinal de elementos bacilaresy cocoides. El crecimiento es lento y la ramificacion primaria
empieza después de cerca de 24 horas de incubacion. Hay un extensivo desarrollo micelial puesto
que la fragmentacién empieza hasta después de 4 dias de incubacion. Los filamentos empiezan a
romperse en € centro de las microcolonais mientras que la hifa periférica continta creciendo y
ramificando.

La produccion de micelio aéreo varia de acuerdo con la cepa del organismo y condiciones
de cultivo. En cultivos enveecidos, las células bacilares y cocoides estdn mezcladas con elementos
hifales. Lahifalargaramificada persiste.

Grupo morfolégico 1. alcohol-&cido resistente.

Sobre agar nutritivo las colonias son elevadas, acumuladas, plegadas y granulares con
bordes irregulares. La mayoria de las cepas se colorean de amarillo-naranja. Generamente
producen un micelio aéreo delgado alo largo de los mérgenes de la colonia.

Producen colonias delgadas y escamosas, sobre la gelatina nutritiva, sin licuarla. Producen
colonias delgadas y escamosas, irregulares, de color amarillo naranja sobre medio a base de sales
mineralesy glucosa.

Sobre agar glucosa extracto de levadura, son producidas colonias acumuladas, plegadas,
irregulares llegando a ser de color anaranjado rojizo profundo y cubiertas con micelio aéreo blanco.

Fermentan el adonitol, laarbutina, la dextrina, la D-fructuosa, la D-glucosay lamanosa, sin
producir gas.

Laesculing, la alantoina, la benzina, y los tweens 20, 40, 60 y la urea son degradados. Las
siguientes substancias sirven como Unicas fuentes de carbono y energias € écido adipico, la
D-fructosa, la D-glucosa, € glicerol, la maltosa, @ manitol, la manosa, la parafing, € &cido
sebacico, e acetato de sodio, € butirato de sodio, € malato-H de sodio, € propionato de sodio, €
piruvato de sodio, € succinato de sodio y la testosterona.

Alcalinizalaleche tornasolada en una semana, no hay cambio posterior. Reducen € nitrato.
Rango de temperatura: 10 - 50°C. Temperatura 6ptima: 28-30°C. Rango de pH: 6.0-10.0.pH
optimo: 7.5.

El crecimiento no es inhibido por 7% de sdes. No es sensible a la penicilina (discos de
5Ul). Esresistente alalisozima.

Los aidamientos (diferentes cepas) de este organismo difieren marcadamente en
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patogenicidad pararatones. Lamayoria de |las cepas requieren de un adyuvante antes de que ocurra

lainvasion de tgjido. Sin embargo, algunas cepas matan ratones por intoxicacion agudaen 1 6 2
dias. Los conglosy cobayos son mas susceptibles que los ratones.

Aidado de lesiones varias en humanosy otros animales; también de suelos.
El contenido de G + C dd ADN variade 67.0 - 69.4 moles %.

Nocardia brasiliensis

Filamentos ramificados formando micelio extensivo sobre la mayoria de los medios,
arededor de 1um de diametro. La fragmentacion empieza en € centro de la colonia después de
arededor de 4 dias de incubacion y produce células bacilares y cocoides irregulares. EI micelio
vegetativo de color amarillo-anaranjado a café con hifa aérea delgada y blanca sobre la superficie.
Las colonias son granulares, acumuladas, convolutas. Producen un exopigmento amarillo pardo
sobre lamayoria de |os medios organicos.

Grupo morfolégico I11. Alcohol-acido-resistente.

Las colonias en agar nutritivo son de color anaranjado sucio, granulares, acumuladas con
hifa aérea escasay blanca en los bordes.

Sobre agar nitrato glicerol las colonias son acumuladas, de color coral con micelio aéreo
escaso en los margenes.

Sobre agar extracto de levadura glucosa, las colonias son de color amarillo a naranja o color
tostado (canela), elevadas, plegadas. La producciéon de hifa aérea blanca es variable, de nula a
abundante dependiendo de la cepa. Un pigmento soluble amarillo es producido en cultivos vigos.

Crecimiento anaranjado tostado, seco, granulado, con micelio aéreo escaso y blanco sobre
un pedazo de papa.

Fermentan la arbutina, la D-arabinosa, la D-fructosa, la D-galactosa, € DL-inosital, la

glucosa, € gliceral, e manitol, lamanosa, € sorbitol y latrealosa. Hidrolizala esculing, la caseina,
lagelatina, laguanina, la hipoxantina, laquerating, latirosinay laurea, sin produccion de gas.
L as siguientes substancias sirven como Unicas fuentes de carbén y energia: e acetato, € butirato, el
citrato, la D-fructosa, la D-galactosa, la glucosa, € inositol, € malato, la maltosa, e manitol, la
manosa, la parafing, la L-prolina, € propionato, € piruvato, € &acido sebécico, € sorbitol y €
succinato.

Coagulan en forma lenta a la leche tornasolada, seguida de peptonizacion alcalina, con
produccion de pelicula amarillo-naranja. Reducen € nitrato.
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Rango de temperatura: 10-45°C, no crece a 50°C. Rango de pH: 6.0-9.0. Crece bien en 5%
de cloruro de sodio. Completamente inhibido a 7% de cloruro de sodio. No sensible a penicilina
(discos de 5Ul). Resistente alalisozima.

Produce granulos multilobulados en ratones blancos, cobayos y congjos. Aisdado de varias
clases de nocardiosis incluyendo micetoma. Este organismo se encuentra mas comunmente
implicado en nocardiosis y micetoma en |os tropicos, que en regiones templadas.

El contenido de G + C del ADN variade 67 - 68 moles %.

Nocardia farcinica

Las microcolonias son formadas de células bacilares y cocoides por elongacion y formacion
dd tubo germinal. La ramificacion primaria empieza después de 24 horas de incubacion. Forman
un micelio extenso, pero la fragmentacidn empieza hasta que los cultivos tienen de 3 a5 dias.

El micelio aéreo es esparcido, grisaceo, aparece en la mayoria de los medios con cultivos
vigos. En cultivos envejecidos los productos de fragmentacion consisten en elementos hifales,
bacilaresy cocoides. Lahifas largas ramificadas y no fragmentadas persisten.

Grupo morfolégico 111. acohol-acido-resistentes. Colonias de lento crecimiento, planas,
durasy grisaceas sobre agar nutritivo, cubiertas por un micelio aéreo delgado y blanquecino, sobre
la gelatina nutritiva las colonias son pequefias, escamosas e irregulares teniendo una apariencia
granular. No existe licuefaccion.

Producen colonias irregulares grisaceas sobre medio a base de sales minerales y glucosa;
con pocas hifas aéreas en |os bordes.

Producen un crecimiento amarillo grisaceo, seco desmenuzable, coriaceo cuando cultivadas
sobre un pedazo de papa. Hifa aérea al declive.

Fermentala D-fructosay lamanosa. Laesculing, € tween 20, 40 y la urea son hidrolizados.
L os siguientes compuestos sirven como Unicas fuentes de energiay carbono : La D-fructosa, la D-
glucosa, la maltosa, la parafing, € acetato de sodio, € butirato de sodio, € maato H de sodio, €
propionato de sodio, € piruvato de sodio, € succinato de sodio y latestosterona.

Reduccion de nitrato, variable. La leche tornasolada es alcalinizada después de 5 dias; no
hay cambio posterior.

Rango de temperatura: 20 - 40°C. Temperatura optima: 35°C. Rango de pH: 6.0-10.0 pH
Optimo: 7.5.

El crecimiento no es inhibido por 5% de cloruro de sodio. No es sensible a la penicilina
(discos con 5 Ul). Resistente alalisozima.
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Fuente: presumiblemente de un caso de muermo bovino. El contenido de G+C del ADN es
71.0 moles %.

Nocardia otitidiscaviarum (N.cavie)

Fragmentos micelaneos cocoides y bacilares producen extensivamente microcolonias
ramificadas. La fragmentacion es retardada por 5 dias, permitiendo el desarrollo de micelio agreo y
vegetativo abundante. Este Ultimo es ramificado y algunas veces enrollado.

Los fragmentos bacilares son producidos en € centro de la microcolonia y la division
celular se produce a una tasa acelerada con las colonias envejecidas. Tanto € micelio aéreo como
el vegetativo fragmentan en segmentos hifales mas pequefios, algunos de los cuales llegan a ser
cocoides en cultivos mas vigjos.

Grupo morfoldgico I11. Alcohol-acido-resistentes en ciertos medios, como € agar acido
oléico de Dubos. Las colonias sobre agar nutritivo son elevadas, convolutas, irregularesy duras, de
color rosa sucio. Micelio aéreo delgado y blanguecino en cultivos mas vigjos.

Crecimiento escaso sobre gelatina nutritiva, no hay licuefaccion. Crecimiento elevado,
convoluto, granular e irregular sobre un pedazo de papa. Crecimiento vegetativo grisaceo cubierto
con hifa blaquecina aérea. Fermentacion de la arabinosa, la D-fructosa, la D-glucosa, € gliceral, €
inositol, lamaltosa, e manitol y latrealosa. Sin produccion de gas.

L os siguientes compuestos sirven como unica fuente de carbono: la D-fructosa, € glicerol,
lamaltosa, e manitol, la parafina, € acetato de sodio, e butirato de sodio, € propionato de sodio,
el piruvato de sodio, latestosteronay latreal osa.

La hipoxantina, la xantina y la urea son hidrolizadas. Coagulacion y acalinizacion de la
leche tornasolada. El nitrato es reducido. Rango de temperatura: 20-45°C. Temperatura éptima:
30°C. Completamente inhibida a 50°C. Rango de pH: 7.0-10.0, pH 6ptimo: 7.5. No inhibido por
7% de cloruro de sodio. No sensible ala penicilina (discos con 5Ul). Resistente alalisozima.

Produce & 100% de mortalidad en ratones blancos en un lapso de 7 dias, cuando es
inyectada con mucina gastrica como adyuvante.

Los conglos y cobayos usuamente sobreviven, pero desarrollan lesiones seguin la via de
inoculacion.

Aidados de infeccion del oido de un cobayo en Sumatray de suelos de los Estados Unidos
elndia

El contenido de G + C del ADN es 65.4 moles %.
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Nocardia rhodnii (Rhodococcus)

Las colonias consisten de un micelio ramificado extensamente. La fragmentacion empieza
después de 24 horas de incubacion en la parte central de una colonia pequefia. Elementos bacilares
ramificados cada vez mas cortos son formados conforme envejece € cultivo. Produce hifa aérea
cortay escasa.

Los centros de las microcolonias llegan a estar llenos de elementos bacilares y cocoides
mientras que la hifa periférica continla elongandose y ramificandose. Los microcistos son
producidos en cultivos mas vigjos.

Grupo morfolégico I1. No acohol-acido-resistentes. Las colonias sobre agar nutritivo son
convolutas, de color salmon, teniendo una textura granular y méargenes irregulares; micelio aéreo
escaso y blanquecino presente.

Colonias elevadas, redondas, de color rosa pdido sobre gelatina nutritiva, licuefaccion
rapida. Crecimiento abundante de color rosa coral, acumulado, convoluto, sobre agar glucosa
peptona. Masas acumuladas irregulares de color salmoén, producidas sobre trozos de papa con
micelio aéreo escaso, blanquecino a secarse.

Produce &cido de etanol, D-fructosa, maltosa, manitol, manosa, sorbitol, sacarosay trealosa.
L os siguientes compuestos sirven como Unica fuente de energia 'y carbono: acido adipico, malato,
n-butirato, propionato, &cido sebasico y tartrato. Pelicula anaranjada sobre leche tornasolada, llega
aser alcalina con e tiempo, no hay coagulacion o peptonizacion. Reduce nitratos.

Temperatura éptima: 28°C. Sensible a la penicilina. Sensible a la lisozima. Aisado del
redivideo Rhodnius prolixus.

Nocardia rugosa

Las microlonias consisten de un micelio ramificado extensvamente, el cua empieza a
fragmentar en e centro de la colonia en hifas ramificadas cortas después de 24 horas de
incubacion. La hifa central se fragmenta llegando a ser més corta conforme se avejenta el cultivo.
L os microcistos son encontrados en | os cultivos mas vigjos. No se produce micelio aéreo.

Grupo morfologico 1. No acohol-&cido-resstentes. Colonias elevadas de color crema
sobre agar nutritivo, las cuales son rugosas, convolutas y tienen una cons stencia pastosa; producen
un pigmento soluble pardo después de 2 semanas de incubacion.

Colonias de color canela (quemado) acumuladas, plegadas con margenes irregulares sobre

gelatina nutritiva; ésta es licuada. Las colonias sobre agar glucosa asparagina son de apariencia
cremosa, elevadas, arrugadas con superficie himeday mérgenesirregulares.
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Colonias fuertemente convolutas, irregulares, acumuladas de color crema sobre agar
peptona glicerol; un pigmento soluble café es producido en los cultivos més vigjos. Colonias lisas,
plegadas, de color crema a tostado (quemado) sobre agar de papa con consistencia pastosa y
margenes irregulares.

Produce &cido de adonitol, L-arabinosa, galactosa, glucosa, glicerol, D-manitol, ramnosay
ribosa. Alcalinizacion de laleche tornasolada; hay coagulacion, no peptonizacion.
Temperatura éptima: 34°C. Sobrevive a temperatura de 60°C por una hora y media, pero no por
tres. pH éptimo: 7.4. Aidado del rumen de ganado.

Nocardia transvalensis

Extensivo micelio vegetativo y aéreo, producido por elementos bacilares germinados. La
fragmentacion es retardada por 5 o més dias, asi las microcolonias resultan del micelio esparcido.
El estroma vegetativo esthd algo sombreado de rosa a naranja sobre la mayoria de medios y €
micelio aéreo es blanco. La hifa vegetativa en bastones mas cortos como o hace €l micelio aéreo.
Gotitas de exudado incoloras formadas en lamayoria de medios.

Grupo morfolégico 111. Acido resistente. Crecimiento pobre sobre agar nutritivo, colonias
rosadas pequefias, |legando aestar cubiertas con hifa aérea blanca con €l paso del tiempo.

Crecimiento escaso sobre gelatina nutritiva, no hay licuefaccion. Colonias pequefias,
convolutas sobre agar nitrato glicerol de color coral con hifa aérea blanca escasa. Sobre agar
peptona glucosa colonias pequefias, eevadas, de color salmon con una cubierta delgada de hifa
aéreablanca

Crecimiento pobre sobre agar almidon, no hay hidrdlisis. Sobre un pedazo de papa €
crecimiento es elevado, acumulado, convoluto de color salmon, cubierto con micelio aéreo blanco.
L eche tornasolada acalina; no hay coagulacion o peptonizacion. Nitrato no reducido.

Temperatura optima: 28 - 30°C pH 6ptimo: 7.5. Aidado de micetoma del pie en Sudéfrica. El
contenido de G+C del ADN es 69.0 moles %.
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STREPTOMYCES

Los “Streptomyces™ son bacterias Gram positivas que forman filamentos extensivamente
ramificados que no fragmentan como los de Nocardia. Las células son usuamente no alcohol-
&cido-resistentes y pueden ser diferenciadas de Nocardia con base en un andlisis de pared celular.

La pared celular de Nocardia contiene arabinosay &cido meso-diaminopimélico. Todas las
cepas de Streptomyces carecen de arabinosa y contienen acido L-diaminopiméico en sus paredes
celulares. Los Streptomyces son organismos del suelo, pero ocasionalmente pueden causar
micetoma en € hombre (muy dificil de distinguir del micetoma por N.brasiliensis). Los
Streptomyces forman micelio aéreo con esporas, Sih embargo, existen mutantes que no producen
esporas sobre € “micelio aéreo que pueden ser muy dificiles de distinguir de Nocardia a menos
que el andlisis de pared celular seallevado a cabo.

Los Streptomyces son més importantes como fuentes de antibidticos que como patdégenos
ocasionades en € hombre. Poco més de quinientos antibidticos han sido descubiertos como
productos de varios miembros de este género, siendo muchos de estos de gran valor préctico. De
esta manera, los Streptomyces son € centro de una industria farmacéutica multimillonaria en
dolares.

Streptomyces paraguayensis

Posee pared celular del tipo | que contiene cantidades mayores de acido L-diaminopimélico
(DAP) y glicing, asi como glucosaming, acido murdmico, &cido glutamico y aanina en menor
proporcion. Utiliza caseing, tirosing, xantina, gelating, leche plrpura de bromocresol y urea en un
periodo de 2 semanas a 27°C. No utilizaamidén. Existe duda de |a existencia de esta especie como
agente patdgeno distinto. Esta asociado con € micetoma granuloso negro. Los cultivos designados
como N.paraguayensis se asemejan a Streptomyces saprofitos, tanto morfol 0gicamente (colonias
blancas o color crema a gris, duras con centro convexo, a menudo presentando hifa aérea corta)
como fisioldgicamente y poseen pared celular del mismo tipo.

Streptomyces somaliensis

Poseen pared celular del tipo | que contiene glucosamina, &cido muramico, écido glutamico
y aanina y cantidades mayores de &cido L-diaminopimélico (DAP) y glicina, llevan a cabo la
utilizacion de caseing, tirosina, gelating, leche plrpura de bromocresol en 2 semanas a 27°C y es
ligeramente positiva para amidon. No utilizan xantinay urea. No forma acido de lactosay xilosa.
En pus se observan granulos duros de color amarillo a café, redondos a ovales de 1 - 2 mm de
diametro.

En agar Hickey y Tresner los granulos pueden ser grandes o diminutos, redondos, densos 'y
homogénos; pero se tifien de color parpura ligero y a menudo son parcialmente rosa en parches;
tienden a rompimiento en tiras paraelas, los bordes son lisos, suavemente definidos. Crecen
lentamente en agar glucosa Sabouraud a una temperatura 6ptima de 30°C.
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El crecimiento es coriaceo, eventualmente acumulado plegado de color crema a café o
negro, glabroso o con hifa aérea blanquecina. No fragmentada; la hifa aérea puede formar cadenas
de conidios caracteristicas del género.
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ACTINOMADURA

Bacterias Gram positivas, quimioorganotroficas, aerdbicas con hifas vegetativas
extensamente ramificadas formando un micelio de sustrato denso y no fragmentado; micelio aéreo
moderadamente desarrollado o ausente, cuando € micelio aéreo esta ausente las colonias tienen un
aspecto cartilaginoso o de cuero. El micelio aéreo maduro forma cadenas cortas u ocasionalmente
largas de artrosporas. Las cadenas de esporas son largas ganchudas (rizos abiertos) o espirales
irreguares (1 a 4 vueltas) la superficie de la espora es lisa o verrugosa. El color del micelio aéreo
maduro va de blanco, grisamarrén, amarillo, rojo (rosay rojo), azul, verdoso o violeta.

El rango de temperatura de incubacion va de 24 a 45°C, agunas especies crecen a
temperaturas del rango termofilico (arriba de 55°C); poseen pared celular tipo |1l que contiene
meso-DAP como principal &cido diaminado y cantidades grandes de galactosa en la mayoriade las
especies, aunque algunas especies contienen cantidades pequeiias de L-DAP, e hidrolizado de
células intactas contiene e azlicar madurosa, no se encuentran acidos micdlicos, las menaguinonas
son predominantemente de los tipos MK-9(Hs) y MK-9(Hg), también pueden encontrarse
menaquinonas de los tipos MK 9-(H,) y MK-9(Hs).

Se aidan de suelos de diferentes regiones, también pueden encontrarse en especimenes
clinicos, se sabe que A.madurae y A.pelletieri son causantes de actinomicetoma humano en &reas
tropicales y subtropicales, particularmente en Africay América, se piensa que € habitat natural de
estas especies patdgenas de actinomadurae es € medio ambiente, particularmente las capas
superficiales del suelo, a partir de donde invaden € cuerpo humano mediante polvo o particulas
contaminadas que penetran en lesiones de las extremidades inferiores, esta es la explicacion més
aceptada de la etiologia del “ pie de madura’ debido a que esta enfermedad generalmente selocaliza
en extremidades inferiores, no obstante, pueden también presentarse en otras zonas del cuerpo. Se
ha reportado que algunas cepas virulentas de A.madurae producen una colagenasa que tiene un
papel significativo en la patogenicidad del organismo.

Pueden emplearse muchos medios diferentes para €l aislamiento de cepas de actinomadura,
especia mente a partir de suelo, los que han resultado més adecuados son: Agar de harina de avena,
agar de extracto de levadura - extracto de mata, agar de amidén y sales minerades, agar de
Bennett-sacarosa y agar de glicerol- asparagina. Las cepas pueden ser aidladas por técnicas de
dilucién después de incubacion por 14 a 21 dias, e enriquecimiento de actinomadura en
procedimientos de aislamiento de suelo puede conseguirse por métodos rel ativamente sencillos que
van desde € calentamiento de las muestras de suelo (100°C por una hora) hasta la adicion de
algunos antibidticos para inhibir € crecimiento de los contaminantes que cominmente son
estreptomicetes, los antibioticos que mejores resultados han dado son estreptomicina (0.5, 1.0 6
2.0ug/ml), rubomicina (5.0, 10.0 6 20.0ug/ml) y bruneomicina (0.5, 1.0 6 2.0ug/ml).

El contenido de G+C del ADN de este género va de 65 a 69 moles % la especie tipo es
Actinomadura madurae.
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Actinomadura madurae

Presenta cadenas cortas de espora ganchudas o rizadas en grupos que emergen directamente
de la superficie del agar o unidos a hifas aéreas largas, se presentan de 3 a 12 esporas dlipticas o
redondas de superficie verrugosa por cadena, e crecimiento en agar de harina de avena es bueno,
las colonias presentan aspecto de cuero, no se observa micelio aéreo, € micdio vegetativo es
incoloro a centro y a menudo rojo en los extremos, no se observan pigmentos difusibles. En agar
de extracto de levadura - extracto de malta se observa crecimiento moderado, las colonias tienen
aspecto cartilaginoso, no hay micelio aéreo y el micelio vegetativo presenta un color rosa oscuro o
café-violaceo, no hay pigmentos difusibles. En agar de dmiddn y sales minerales el crecimiento es
pobre, las colonias tienen superficie granular y no presentan micelio aéreo, el micelio vegetativo es
blanco grisaceo sin pigmentos difusibles. En medio de peptona-glucosa € crecimiento es pobre y
presenta aspecto cartilaginoso, no hay micelio aéreo, € micelio vegetativo es de rosa a rojo sin
pigmentos difusibles, crecen entre 10 y 45°C, su temperatura Optima esta entre 28 y 37°C. Se aida
de especimenes clinicos (micetoma) y suelo, € contenido de G+C del ADN esde660a632mdes%.

Actinomadura pelletieri

Cadenas cortas de 2 a 6 esporas subesféricas de superficie verrugosa, ganchudas o en
espirales de dos o tres vueltas, en agar de harina de avena se observa crecimiento moderado de
superficie cartilaginosa sin micelio aéreo, & micdio vegetativo es de rosa a café rojizo sin
pigmentos difusibles. En agar de extracto de levadura-extracto de malta hay crecimiento moderado
de superficie cartilaginosa con trazas de micelio aéreo con hifas estériles, e micdio vegetativo es
de rosa a café rojizo sin pigmentos difusibles. En agar de harina de avena-nitrato hay crecimiento
moderado de superficie cartilaginosa, micelio aéreo con trazas de hifas esporulativas, € micelio
vegetativo es incoloro y no tiene pigmentos difusibles. En medio de peptona-glucosa hay
crecimiento moderado con superficie cartilaginosa sin micelio aéreo, € micelio vegetativo es café
rojizo sin pigmentos difusibles. El contenido de G + C del ADN esde 66.5 a67.3 moles % (Ty).
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FAENIA

Bacterias Gram positivas no acohol-acido-resistentes aerobias, micelio vegetativo bien
desarrollado ramificado y septado de 0.5 a 0.8um de diametro. Micelio aéreo de 0.8 a 1.2um de
diametro elevandose del micelio vegetativo, en hifas de ambos micelios se observan cadenas largas
de més de 20 esporas de 0.7 a 1.5um de largo ubicadas en espordforos cortos no ramificados
laterales o terminales. Las esporas presentan formacion basipetal, ocasionalmente se encuentran
esporas intercal adas.

Las colonias presentan crecimiento lento, elevadas con mérgenes enteros o filamentosos;
micelio aéreo esparcido, termodUricas, xerotolerantes, capaces de usar un amplio rango de
compuestos organicos como Unica fuente de carbono para obtencion de energia y crecimiento y
para degradar un nimero de substratos. Resistentes a algunos antibidticos pero susceptibles a
lisozima. La peptidoglicana de pared contiene meso-DAP, arabinosa y galactosa pero no contiene
&cidos micdlicos (pared tipo 1V).

Caracteristicamente las ramificaciones de las hifas vegetativas son casi en angulo recto con
cadenas de esporas mayormente en esporéforos no ramificados laterales y terminaes, las hifas
aéreas usuamente son dispersas y elevadas respecto de las hifas vegetativas en disposicion de
ramilletes cortos con cadenas de espora laterales y terminales y aunque las cadenas pueden
contener mas de 20 esporas usual mente presentan solo 5. Se han distinguido dos tipos de hifas, uno
de pared gruesa (19 a 25nm) y otro de pared delgada (11 a 15nm), en genera la estructura celular
semeja la de otros actinomicetos pero en las células de pared gruesa e citoplasma presenta una
estructura fina uniformemente granular con una amplia zona nuclear extendidaalo largo detodala
célula, mientras que en las células de pared delgada € citoplasma es menos compacto y homogéneo
y la zona nuclear aparece como areas pequefias de bagja densidad, 1os mesosomas también estan
menos desarrollados que en las céulas de pared gruesa, las hifas tienden a autolisarse durante la
incubacion prolongada a 55°C o temperatura ambiente, |as cadenas de esporas estéan rodeadas por
una cubierta multicapa, aungque ésta es menos evidente en las hifas vegetativas que en las agéreas.
Las esporas estan cubiertas por una pared de 70 a 100nm de grueso en la que pueden discernirse
dos capas que difieren en grosor y densidad € ectronica, usualmente se observan engrosamientos de
las paredes de |as esporas produciendo puentes interesporal es caracteristicos que pueden observarse
a veces con microscopia Optica en preparaciones teflidas, apareciendo como zonas conspicuas Sin
tefiir, estos puentes se rompen en las esporas maduras.

L a Unica especi e reconocida actualmente en este género es Faenia rectivirgula.

Faenia rectivirgula

Las colonias de F.rectivirgula crecen 5 mm en 7 dias a 40-50°C, & micelio vegetativo
puede ser incoloro, café amarillento o naranja amarillento, & micelio aéreo es blanco, a menudo
disperso o ausente, se obtiene buen crecimiento en agar extracto de levadura-extracto de malta o en
agar de hidrolizado de caseina, puede aumentarse la produccién de micelio aéreo por la adicion de
NaCl 5% (p/v), lalongitud de la cadena de esporas tiende a incrementarse en medio de Umezawa
modificado, no produce pigmentos solubles, aungque se ha observado algun pigmento café en agar
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V-8. A veces F.rectivirgula muestra resultados inconsistentes en la pruebas de utilizacion de
carbono, pero la mayoria de los autores esté de acuerdo en que puede utilizar las siguientes como
Unicas fuentes de carbono: amigdalina, D-arabinosa, celobiosa, dextring, eritritol, fructosa,
gaactosa, gliceral, lactosa, manitol, manosa, ribosa, amidén, sacarosa, trealosay xilosa; no puede
utilizar L-arabinosa, dulcitol, glucosamina, melibiosa, melezitosa, sdlicilinay sorbosa. Diferentes
aidados difieren en su capacidad de utilizar adonitol, celobiosa, glicdgeno, inulina, maltosa,
inositol, rafinosa, ramnosa y sorbitol. Degrada esculina, gelating, guanina, hipoxantina, acido
ribonucleico, tween 20 y 80 y xantina, puede demostrarse degradacion ocasional de arbutina,
caseing, ADN, hipurato, testosterong, tirosing, tirosina y urea. No degrada adenina, aantoina,
celulosa, quiting, dasting, querating, almidon, tributirinay xilan.

Produce catalasa, galactosidasa, glucosidasa y fosfatasa; algunas cepas reducen nitratos, es

sensible alisozima, crece entre 30 y 63°C y su temperatura Optima esta entre 50 y 55°C @ rango de
temperatura de incubacion puede cambiar con la cepa, condiciones de crecimiento o substrato.
La antigenicidad de F.rectivirgula ha recibido mucha atencién desde que se le relacioné con la
condicion conocida como "pulmén de granjero”, la forma clasica de pnemonitis hipersensitiva, se
han resuelto 75 compuestos antigénicos y muchos otros componentes que involucran proteinas y
azucares en su estructura

F.rectivirgula resiste lincomicina, heomicina y penicilina. No se sabe que F.rectivirgula

produzca infeccion pero lainhaacion de sus esporas puede producir la enfermedad conocida como
pulmén de granjero.
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GEODERMATOPHILUS

Bacterias Gram positivas, aerébicas, quimioorganotroéficas, mesofilicas que producen un
talo multilocular, muriforme, en forma de tubo no capsulado, holocarpico que contiene masas de
células cuboidales de 0.5 a 2.0 um de didmetro, € talo se rompe bgo condiciones favorables
liberando células cuboidales y cocoides no moviles, agunas de estas cé ulas pueden desarrollarse a
zoosporas elipticas o lanceoladas que se mueven mediante un largo flagelo terminal, forman
micelio rudimentario, no produce micelio aéreo. La pared celular contiene meso-DAP junto con
&cido glutamico, aanina, glucosaminay écido muramico, los hidrolizados de células completas no
contienen madurosa, su habitat natural es e suelo, € contenido de G + C del ADN esde 72.9 a
74.6 moles %.

Los organismos de este género origindmente parecian estar relacionados con
Dermatophilus, sin embargo las considerables diferencias en su contenido de G + C del ADN no
confirman esta relacion. La composicion de pared se gusta d tipo 1l de Lechevaier y los
fosfolipidos pertenecen al tipo Pl1. Ladistincion entre Geodermatophilus y otros géneros de tipo 1
fue subrayada por estudios de taxonomia fenética.

Laespecie tipo del género es Geodermatophilus obscurus.
Procedimientos de aidamiento y enriguecimiento.

Es necesario un medio diluido para prevenir la contaminacion por otras especies de
bacterias y hongos, un medio que se ha utilizado exitosamente para el aidamiento incluye los
siguientes ingredientes: (las cantidades estdn dadas en % p/v) Extracto de levadura 0.1; glucosa
0.1; amidon soluble 0.1; carbonato decalcio 0.1y agar 1.5

Las diluciones de suelo se preparan para producir 50 colonias 0 menos por placa cuando se
incuban a 28°C por 2 6 3 semanas; las placas se revisan semanamente con la ayuda de un
microscopio de diseccion y las colonias encontradas se transfieren a un medio de crecimiento y
mantenimiento compuesto de: (% p/v) extracto de levadura 0.5; NZ amina tipo A (Shefield
Chemical Company, Norwich, NY) 0.5; Glucosa 1.0; amidén soluble 2.0; carbonato de calcio 0.1;

y agar 1.5.

Es deseable inocular un &rea de 1 cm 0 més de diametro cuando se transfieren las colonias
del medio de aidamiento al medio de crecimiento. El medio de crecimiento es incubado a 28°C por
1 a 3 semanas e inspeccionado regularmente para prevenir la proliferacion de colonias
contaminantes.

NoO se reportan especies patdgenas.
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Geodermatophilus obscurus

Células con apariencia de tallo, de tamafio variable, de color negro-verdoso cuando se le
observa con luz transmitida; se observan células cuboidaes cuyo nimero varia de pocas a muchas
ordenadas en masas 0 agregadas en forma de tubo; se observa presencia de zoosporas abundantes,
tubos germinales y filamentos que varian con la cepa.

Las colonias en agar presentan un color café oscuro a negro después de 30 dias de
incubacion a 26-28°C; pueden ser desde planas hasta plegadas, de textura granular, secasy con olor
a humedad. Se observa buen crecimiento en agar de extracto de levadura-extracto de
malta-almidodn-sacarosa y hay poco crecimiento en agar BHI, la utilizacién de carbohidratos y la
produccion de &cido varia con la subespecie, hidroliza almidon pero no hidroliza caseina, la
hidrdlisis de gelatinay la reduccion de nitratos varia con la subespecie, no presenta hemdlisis.

Su rango de temperatura dptima de crecimiento va de 24 a 28°C se reduce a37°C y esnulo
a50°C; en suspensién acuosa pocas células sobreviven al calentamiento a 60°C por 30 min.

L as subespecies reportadas son:

Geodermatophilus obscurus subesp. obscurus
Geodermatophilus obscurus subesp."amargasae”
Geodermatophilus obscurus subesp."utahensis”
Geodermatophilus obscurus subesp."dictyosporus™
Geodermatophilus obscurus subesp."everesti”
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DERMATOPHILUS

Organismos Gram positivos, desarrollan micelio aéreo en atmosfera adicionada de CO,, €
micelio de substrato consiste de filamentos largos en forma de cintas ramificadas lateralmente en
angulo recto, forma septos en planos longitudinales transversos, horizontales y verticales
elevandose en ocho filas paralelas de cdlulas cocoides (esporas) cada una de las cuaes se torna
movil por un flagelo en forma de mechén.

Contiene acido meso-diaminopimélico (meso-DAP) en la pared; se encuentra madurosa en
los hidrolizados de células completas, los lipidos polares incluyen fosfatidilglicerol,
difosfatidilglicerol y fosfatidilinositol.

Quimioorganotroficos no fermentativos, pero produce &cido a partir de ciertos
carbohidratos. Catalasa positiva, no &cido alcohol resistente. Se ha reportado que solo crece en
medios complg0s, no se conocen sus regquerimientos nutriciona es minimos.

Aerdbicos y anaerdbicos facultativos, su temperatura Optima de crecimiento esté alrededor
de 37°C.

Parésito de mamiferos, especialmente de herbivoros domésticos, la patologia usualmente se
limita a dermatitis exudativa, la cual puede, sin embargo, volverse severa e incluso amenazar la
vida dd anima, en raras ocasiones causa abscesos subcutaneos y granuloma de los nédulos
linfaticos.

El contenido de G+C del ADN esde 57 - 59 moles % (Ty).
La especietipo es Dermatophilus congolensis.
Dermatophilus congolensis

Desarrolla hifas de 0.5 - 1.5um de didmetro a partir de tubos germinativos; después de
varias divisiones transversales y longitudinales las hifas pueden aumentar su didmetro a5 um con
ramificaciones en angulo recto en forma de cinta, hasta &pices no septados, éstas son convertidas
enteramente en paguetes de ocho filas de segmentos isodiamétricos encgjados en una matriz
gelatinosa, cada segmento es liberado como una espora movil impulsada por un mechén de cinco o
més flagel os, |as esporas subsecuentemente pierden lamovilidad y germinan.

En agar sangre producen colonias rugosas que a menudo se vuelven viscosas, adheridas a
medio debido a una invasion del substrato por hifas, a menudo son blancas a grises d principio y
usua mente se vuelven naranjas o amarillas. Hemoliticas en medios conteniendo sangre de oveja o
caballo.

Crecen bien en medio de Loeffler dando colonias amarillo claro, la mayoria de las cepas
licuan e medio. No crece en agar Sabouraud-glucosa, agar Czapek 0 agar de pasta de
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tomate-harina de avena, en cultivo liquido forma un sedimento floculento o viscoso con
sobrenadante claro, aveces con un anillo superficial de crecimiento.

Produce &cido a partir de glucosa y fructosay dentro de las primeras 48 hrs. de crecimiento
también lo produce a partir de galactosa, y tardiamente a partir de maltosa, no produce &cido a
partir de lactosa, sacarosa, xilosa, dulcitol, manitol, sorbitol o salicing, hidroliza amidon, gelatinay
caseing, no hidroliza tirosina y xantina, produce ureasa y catalasa, no forma indol, da negativa la
prueba de rojo de metilo y V oges-Proskauer, no reduce nitrato.

Aerdbico y anaerdbico facultativo, en una atmosfera de 10% de CO, € crecimiento es
acelerado y forma hifas aéreas mientras que laformacion de septos 'y esporas se retrasa.

Susceptible a un amplio rango de antibidticos antibacterianos incluyendo: peniciling,
estreptomicing, cloranfenicol, eritromicinay tetraciclinas, resiste a los antifungicos griseofulvina,
nistatinay tolnaftato.

Es & agente etioldgico de dermatofilosis, una dermatitis exudativa a menudo severa que
afecta un gran nimero de animales domésticos, incluyendo vacas, ovejas, cabrasy cabalosy causa
cuantiosas pérdidas econdmicas en muchas partes del mundo.

Se han reportado infecciones ocasionales en muchas otras especies de mamiferos
incluyendo el hombre, asi como también ciertas lagartijas.
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RHODOCOCCUS

Bacterias Gram positivas, parcidmente &cido-alcohol resistentes en algunos estados de
crecimiento, aerdbicas, quimioorganotroficas, con metabolismo oxidativo, dan respuesta positiva a
la prueba de la catalasa. La mayoria de las cepas crecen bien en medios estéandar a 30°C, sin
embargo, algunas requieren tiamina.

Su morfologia microscopica es bacilar transformandose con € tiempo en un micelio
vegetativo extensamente ramificado. En todas las cepas € ciclo morfogenético es iniciado con
formas cocoidales 0 de bacilos cortos, con diferentes organismos mostrando una sucesion de
estados morfologicos més 0 menos complgos mediante los cuaes se completa e ciclo de
crecimiento, asi los cocos inicides pueden simplemente germinar en bacilos cortos, formar
filamentos con proyecciones laterales, mostrar una ramificacion elemental o en las formas més
diferenciadas producir un extenso micelio de hifas ramificadas. La siguiente generacion de cocos o
bacilos cortos es formada por fragmentacion de los bacilos, filamentos e hifas.

Algunas cepas producen hifas aéreas débiles, visibles microscdpicamente, las cuales
pueden ser ramificadas 0 no, en este Ultimo caso los filamentos coalecen y se proyectan hacia
arriba. Las especies de Rhodococcus no son movilesy no producen conidias ni endosporas.

Las colonias pueden ser rugosas, lisas 0 mucoides y de color candla, crema, amarillo,
naranja o rojo, sin embargo, pueden existir variantes incoloras.

Las especies de Rhodococcus son arilsulfatasa negativas, sensibles a lisozima, e incapaces
de degradar caseina, celulosa, quitina, elastina o xilan, son capaces de usar un amplio rango de
compuestos organicos como Unica fuente de carbono, la peptidoglicanade la pared celular contiene
meso-DAP, arabinosa y galactosa, acidos tubérculo estedricos y micdlicos con 32-66 &omos de
carbon con més de 4 dobles enlaces, € contenido de G + C del ADN vade 63 a 70 moles %; estan
ampliamente distribuidos, pero son particularmente abundantes en suelo y estiércol de herbivoros,
algunas cepas son patdgenas parael hombrey los animales.

La cepatipo es Rhodococcus rhodochrous.
Rhodococcus bronchialis

Se observa un ciclo de vida de bacilos a cocos, descompone urea, utiliza como Unica fuente
de carbdn los siguientes compuestos: inositol, maltosa, manitol, sorbitol, p-cresol, &cido pimélico,
adipato de sodio, benzoato de sodio, citrato de sodio, lactato de sodio y testosterona; crece en
presencia de azida de sodio a 0.02%, cristal violeta (0.001 y 0.01%), fenol (0.1%) fenil etanol
(0.3%) y cloruro de sodio (5 'y 7%); crece a40°C su contenido de G+C del ADN esde63-65maes%s.

En agar de extracto de levaduray glucosa forma colonias rugosas, pardas; en medio Sauton
con huevo forma haces de filamentos verticales, coalescentes en la superficie de las colonias
después de 12 a 18 hrs. de incubacion.
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Da respuesta positiva a las pruebas de acetamidasa, nicotinamidasa, pirazinamidasa y
ureasa; da respuesta negativa a las pruebas de aantoinasa, benzamidasa, isonicotinamidasa,
malonamidasa, salicilamidasay succinamidasa.

Son a-estearasay f3-estearasa negativas, B-estearasa y fosfatasa écida positivas. Se aida de
esputo de pacientes con enfermedad pulmonar.

Rhodococcus equi

Se observa un ciclo vital que va de bacilos a cocos, en etapas tempranas de crecimiento
puede observarse ramificaciones elementales. Descomponen adenina, pueden usar &cido
m-hidroxibenzoico, lactato de sodio, fumarato de sodio, malato de sodio, piruvato de sodio,
succinato de sodio, testosterona, L-tirosing, etanol, sacarosa, trealosa, acetamida, como Unica
fuente de carbono; pueden crecer en presencia de azida de sodio (0.02%), cristal violeta (0.001 y
0.001%), fenil etanol (0.3%), cloruro de sodio (5y 7%); su contenido de G+C del ADN es de
70-72 moles %.

En agar de extracto de levadura-glucosa produce colonias lisas, brillantes de color naranjaa
rojo con margenes enteros, algunas cepas producen un limo abundante que puede gotear en latapa
de la cgja de petri cuando esta invertida durante la incubacién, dan respuesta positiva ala ureasay
negativa ala acetamidasay nicotinamidasa, no degradan esculina o arbutina; e perfil de reacciones
API-ZIM es positivo para fosfatasa acida y acaina, estearasarlipasa (C4), leucinarilamidasa,
fosfoamidasa, y valinarilamidas y negativo para quimotripsina, p-glucuronidasa, y a-manosidasa

Resiste la ampicilina (20pg/ml), eritromicina (4pg/ml), gentamicina (8ug/ml), lincomicina
(64pg/ml), minociclina (0.125ug/ml), neomicina (8ug/ml), novomicina (4ug/ml), penicilina
(10ug/ml), &cido picrico (0.2%), polimixina (256ug/ml), rifampicina (0.25ug/ml), estreptomicina
(5ug/ml), sulfadiazina (100ug/ml), tetraciclina (50ug/ml) y tobramicina (8ug/ml); es susceptible a
5-fluorouracilo (5ug/ml) y mitomicina C (5ug/ml).

Se encuentra en suelo, estiércol de herbivoros y en e tracto intestinal de vacas, caballos,
ovgas y cerdos, causa bronconeumonia en potros, ocasionalmente infecta otros animales
domésticos como ganado vacuno y porcino y puede ser responsable de infecciones en humanos con
tratamiento inmunosupresor o con linfoma.

Rhodococcus sputi

Se presentan como bacilos cortos o cocos, puede usar manitol, sorbitol, etanol, sacarosa,
trealosa, &cido p-hidroxibenzoico, fumarato de sodio, piruvato de sodio, succinato de sodio y
citrato de sodio como unica fuente de carbono; en medio de huevo forma colonias rugosas de color
rosa; da respuesta positiva a las pruebas de nicotinamidasa, pirazinamidasay ureasa, y negativaala
benzamidasa; produce fosfatasa &cida pero no B-galactosidasay o-estearasa. Produce écido a partir
de glucosa, manitol, manosa, sorbitol y trealosa.
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Resiste a etambutol (5ug/ml), &cido p-nitrobenzoico (0.5mg), &cido picrico (0.2%) y
rifampicina (25ug/ml); es sensible a 5- fluorouracilo (20pug/ml), mitomicina C (5ug/ml), nitrato de
sodio o sdlicilato de sodio (0.1%). Crece a 28-37°C pero no a42°C. Se aida de esputo humano.

Rhodococcus aichiensis

Bacilos cortos, en medio de huevo, forman colonias rugosas, rosaceas 0 naranjas, da
respuesta positiva a las pruebas de acetamidasa, nicotinamidasa, pirazinamidasa y ureasa, en
cambio da respuesta negativa a alantoinasa, benzamidasa, isonicotinamidasa, salicilamidasa y
succinamidasa.

Reduce nitratos, hidroliza tween 80 y es &cido fosfatasa postivo; arilsulfatasa, o y
B-estearasay [3-gal actos dasa negativo.

Crece usando fructosa, glucosa, manosa, sacarosa, trealosa, n- butanol, acetato, citrato,
fumarato, malato, piruvato y succinato de sodio como Unica fuente de carbono.

Resistente a acido picrico (0.2%), nitrito y sdicilato de sodio (0.1%), es sensible a
5-fluorouracilo (20ug/ml) y mitomicina C (5ug/ml). Crece a 28, 37 y 42°C no crece a45°C; seaida
apartir de esputo humano.

Rhodococcus auranticus

Presenta un ciclo de vida que va de bacilos a cocos, en agar Sauton y agar extracto de
levadura-glucosa produce colonias rugosas de color crema a naranja, Se encuentran grupos de
filamentos en arreglo vertical coa escente sobre la superficie de las colonias.

Da respuesta positiva a las pruebas de acetamidasa, aantoinasa, nicotinamidasa,
pirasinamidasa, ureasa y - galactosidasa, no reduce nitratos, degrada hipoxanting, tirosina y
tweens 20, 40, 60y 80.

Produccion de &cido a partir de gaactosa, glucosa, inositol, manitol, manosa, sorbitol,
tredlosa y xilosa. Usa acetamina, glutamato, clorhidrato de glucosamina, monoetanol-amina y
serina como Unica fuente de carbono y nitrégeno.

Resistente a etambutol (5 pg/ml), 5-fluorouracilo (20 pg/ml), mitomicina C (10 pg/ml),
&cido picrico (0.2%) y nitrato de sodio (0.2%). Crece a 10, 28 y 37°C pero no a45°C. Se aisade
esputo humano.

Rhodococcus chubuensis

Se presentan como bacilos cortos, en medio de huevo forman colonias rugosas, rosaceas o
naranjas, Reduce nitratos, hidroliza tween 80, es o y P-estearasa y fosfatasa &cida positiva,
usua mente no muestra ninguna actividad de amidasa.
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Crece con fructosa, glucosa, manitol, manosa, sorbitol, sacarosa, trealosa, etanol,
n-propanol, acetato, citrato, fumarato, malato, piruvato y succinato de sodio como Unica fuente de
carbono. Resiste &cido picrico (0.2%) y es sensible a 5-fluorouracilo (20pug/ml), mitomicina C
(5ug/ml) y nitrato de sodio (0.1%); crece a 28 y 37°C pero no a42°C. Se aida de esputo humano.

Rhodococcus obuensis

Céulas bacilares que en medio de huevo forman colonias rugosas, rosaceas 0 naranjas.
Acetamidasa, nicotinamidasa, pirasinamidasay ureasas positivos. Reduce nitratos, hidroliza tween
80 y es fosfatasa &cida positivo. Crece con fructosa, glucosa, manitol, sacarosa, acetato, citrato,
malato, piruvato y succinato de sodio como Unica fuente de carbono.

Resiste ad acido picrico (0.2%) y nitrito de sodio (0.2%); es sensible a 5-fluorouracilo
(20ug/ml), mitomicina C (5ug/ml). Crece a28 'y 37°C pero no a42°C. Se aida de esputo humano.
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NOCARDIOPSIS

Organismos grampositivos, aerdbicos, quimioorganotroficos, no alcohol-&cido-resistentes,
presentan micelio bien desarrollado con hifas largas y densamente ramificadas, de 0.5-0.8 um de
diametro, puede ocurrir fragmentacion a formas bacilares y cocoides, usuamente se observa
micelio aéreo bien desarrollado y abundante con hifas largas y moderadamente ramificadas, rectas,
flexibles o de forma zigzagueante irregular, fragmentan completamente en esporas de varias
longitudes, las esporas son de forma oval o elongada de superficie lisa; cuando fata e micelio
aéreo la superficie colonia es tosca, arrugada o con dobleces; también puede estar cubierta con un
micelio aéreo lanuginoso o pulverulento.

Su rango de temperatura de incubacion va de 10 a 45°C, la pared celular contiene
meso-DAP sin azlicares de valor diagndstico, no presenta écidos micdlicos, su contenido de G+C
del ADN es de 64-69 moles % (Tm).

Los cultivos crecen abundantemente en agar de harina de avena, agar de extracto de
levadura-extracto de maltay agar de extracto de levadura-glucosa. La produccion de micelio aéreo
varia de disperso a abundante, |as hifas aéreas formadas por algunas cepas no son visiblesasmple
vista, pero a menos en agar de peptona-glucosa y agar de harina de avena los cultivos muestran
parches microscépicos dispersos blanquecinos y recubiertos. Otros cultivos presentan una ligera
cubierta pulverulenta o aterciopelada de micelio aéreo que ssmula € color amarillo-grisaceo de
Streptomyces griseus. Se le encuentra en suelo, granos mohosos y materia clinico de procedencia
humanay animal.

Laespecie tipo es Nocardiopsis dassonvillei.

Nocardiopsis dassonvillei

Las hifas aéreas son largas, moderadamente ramificadas y a inicio de la esporulacion
tienen forma mas o menos zigzagueante, estan divididas en segmentos largos que
subsecuentemente se subdividen en esporas pequefias de tamario irregular de forma elongada y
superficielisa.

Se obtiene crecimiento de bueno a abundante en medio peptona-glucosa, agar extracto de
levadura-extracto de malta, agar de harina de avena, agar de amidon y sales inorganicas (ISP 4) y
agar de Bennett-sacarosa. Cuando e micelio aéreo esta presente es pulverulento blanco o
amarillento-grisaceo, las colonias tienen méargenes filamentosos densos, € color del micdlio de
substrato en los medios mencionados es amarillo-marrén o de color verde olivo a café oscuro, se ha
reportado produccion de pigmentos difusibles de color amarillento, amarillo-verdoso o café en
algunas especies. Algunas cepas presentan cristales purpura que se han identificado como cristales
de yoduro.

Pueden producir nitritos a partir de nitratos, degradan adenina, esculina, caseina, ADN,
gelatina, guanina, hipoxantina, amidén, tirosinay xantina, pero no degrada testosterona.
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L a temperatura Optima de crecimiento es de 28-37°C, @ contenido de G+C del ADN es de 64.5 -
69 moles % (Tm), se reconocen dos subespecies:

Nocardiopsis dassonvillei, subesp. dassonvillei
Nocardiopsis dassonvillei, subesp. prasina
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CAPITULO 2

EL MICETOMA

El micetoma es una enfermedad cronica, generamente localizada en los miembros
inferiores, causada por bacterias aerdbias y hongos verdaderos, que afecta la pidl, € tgido celular
subcuténeo, y en ocasiones, musculo, hueso y puede diseminarse (dependiendo de la localizacién)
ala cavidad toréxica, abdominal, etc.

El término micetoma fue utilizado en 1860 por Van Dyke Carter para nombrar a esta
enfermedad, siendo que Rangel en 1909, describe & primer caso en Venezuela y Cicero es €
primer médico mexicano que en 1912 lo describe en México. (Ver Tabla2.1).

Laenfermedad se ha observado en nifios de 3 afios de edad y en individuos de 80 afios, pero
predomina entre la segunda década de la vida, es méas comin en hombres que en mujeres (2al) y
predomina en campesinos afectando principa mente los miembrosinferiores del cuerpo.

Esta entidad puede ser ocasionada por bacterias aerdbicas (micetomas actinomicdsicos) y
hongos verdaderos (micetomas eumicdsicos). (Ver tabla2.2.)

El agente etioldgico més frecuente en México es la Nocardia brasiliensis en un 87%,
seguido por Actinomadura madurae, Streptomyces somaliensis, Actinomadura pelletieri, Nocardia
asteroides y Nocardia otitidiscaviarum.

En Venezuelala A. madurae es € principa agente etiol 6gico de Actinomicetoma (40.3 %),
seguido por la N. brasiliensis (28%). En Brasil la N. brasiliensis es e agente etiologico més
comUnmente reportado.

En los micetomas eumicdésicos que predominan en México tenemos la Madurella
micetomatis y la Madurella grisea, aunque también se ha visto Pseudoallescheria boydii y
Acremonium sp.

En Venezuela los principales agentes etioldgicos del eumicetoma son: Pyrenochaeta
mackinonnii (32%), P. romeroi (24%) y Madurella grisea (20%).

La enfermedad predomina en regiones templadas (entre los paralelos 14 y 32)
principamente en India, Africa, México, Venezudla y Brasil. En México se han descrito casos
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précticamente en toda la Republica, predominando en los estados de: Morelos, México, Jalisco,
Veracruz, Oaxaca, Michoacan, Guerrero, Hidalgo y Nuevo Leon.

En Venezuea la enfermedad predomina en la region centro occidental del pais, en los
estados Laray Falcon, asi mismo se han reportado casos en laregion central, zulianay de guayana.

El agente causa se introduce mediante un traumatismo, espina, etc. El estado nutricional,
susceptibilidad ala infeccidn, respuestainmune y tratamiento inicial, determinarén que se resuelva
la infeccion o0 que se instde la entidad con e cuadro clinico caracteristico. En € estudio
anatomopatol6gico del area afectada se observa un granuloma, con polimorfonucleares, células
plasmaticas, linfocitos, histiocitos, células gigantesy neoformacién vascular.

Habitualmente los “granos’ son observados en medio de un absceso congtituido por
leucocitos polimorfonucleares y rodeados de las célul as descritas anteriormente.

El cuadro clinico caracteristico esta constituido por un aumento de volumen del area
afectada (a menudo asintomatico) de consistencia lefiosa que con € tiempo desarrolla nédulos,
abcesos y fistulas que drenan un pus filante en e que se pueden identificar granos, avecesasimple
vistay en otros en e estudio micoldgico directo en e microscopio.

Tabla 2.1
Aspectos historicos del micetoma

Antes del Siglo XVIII, ya d micetoma habia sido descrito en los libros védicos dd Atharva Veda (India)
como padvalmicum (“hormiguero de pie’). Desde la antigiiedad, en Sudan (Africa) lo han Ilamado nebit
(“crecimiento”).

1714 Los misioneros franceses, en Pondicherry (India) describieron € micetoma como fourmilier
desvers (“gusanerd’).

1814 Gill, en Madura, (citado por H.v. Carter 1860, 1874, India) describi6 los aspectos clinicos
fundamentales del micetoma.

1846 L. Colebrook (citado por Chouhan'y Agarwal 1969) lo denomind Pie de Madura.
J. Godfrey observo la presencia de “granos negros’ y denomind a micetoma morbus
tuberculosis pedis.

1860 Henry van Carter introdujo la definicion del término micetoma [de miceto, hongo; y oma,
tumor] por ser unalesién semejante a un tumor causada por infeccion por hongos.

1874 Henry van Carter diferencié “granos negros’ y “granos claros’ que observo en las lesiones
del micetoma

184-1929 | Se reportaron |os primeros casos de micetoma en Africa: Suda (A. Balfouer 1904), senegal
(A. Le Dantec 1929) y otros paises africanos (M.H. Vincent 1894; M. A. Laveran 1902 y E.
Brumpt 1906)

1912-1927 | Se reportaron los primeros casos de micetoma en México (R. Cicero 1912); en brasi
(Pacheco Mendes, citado por Yazbek 1920) y en Venezuela (R.Rancel citado por Risquez
1927).

Fuente: Lavalle P. 1966; Lacaz 1981; Serrano et a 1988; Lopez & Welsh 1992, Develoux et al 1999; Joshi et a 2000.
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TABLA 2.2 AGENTES ETIOLOGICOS DE MICETOMA
EUMICOSICOS ACTINOMICOSICOS

Acremonium kiliense
Acremonium falciforme
Acremonium recifei

- . A.madurae
Aspergillus nidulans o sp L
; . A.pelletieri
Cochliobolus spicifer A
- . N.brasiliensis
Curvularia geniculata .
. N.coeliaca
Curvularia lunata -
. . N.dassonvillei
Exophiala jeanselmei . .
. N.otitidiscariarum (antes N.cavie)
Fusarium sp
. . S.albus
(F.moniliforme,F.solari,F.oxysporum) S griseus
Leptosphaeria senegalensis g .
S.somaliensis

Leptosphaeria tompkinsii
Madurella grisea

Madurella mycetomatis
Neotestudina rosatii
Peudoallescheria boydii
Psendochetospheronema larense
Pyrnocheata romeroi
Pyrenochaeta mackinonnii

La enfermedad generamente afecta e pie y/o los miembros inferiores pero puede
localizarse en cualquier region del cuerpo.

Hemos observado micetomas en otros lugares del cuerpo como regidn toraxica, miembros
superiores, cuello, abdomen y la cabeza.

Esta entidad es a menudo lenta en su duracion (afios de evolucién) pero en agunos su
desarrollo es relativamente rgpido y en @ curso de uno a dos afios, pueden afectar huesos o
diseminarse a érganos vecinos, la afectacion a pulmoén y a médula espina es vista en las formas
toraxicas, puede existir diseminacién por via linféica a ganglios regionales y en ocasiones muy
raras por via hematogena.

En las formas cefdlicas e peligro es la diseminacion a cerebro, 10 que generamente trae
consecuencias fatales.

En ocasiones |os micetomas son muy peguefios (minimicetomas) y en otras pueden adquirir
formas clinicas atipicas con formacién de tgjidos de granulacién exuberante que le da un aspecto
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neoplasico a la lesién. El diagnostico clinico diferencial de los micetomas, debe hacerse con la
tuberculosis cutanea, botriomicosis, la osteomidlitis, la esporotricosis, coccidioidomicosis y
neoplas
ias.

TROPICO DE
CANCER

ECUADOR ________________ “Jils ....‘ __________ Y

TROPICO DE
CAPRICORNIO

7771 FRECUENTE I OCASIONAL
N.brasifiensis S.somaliensis A.madurae A pelletieri N.asteroides
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BRASIL SUDAN, SENEGAL USA, INDIA
URUGUAY SOMALIA VENEZUELA VENEZUELA
ARGENTINA VENEZUELA
ECUADOR
NEZUE
AMERICA CENTRAL
Figura2.1

Diagndstico de Laboratorio: El estudio micoldgico directo con hidréxido de potasio o
agua destilada, nos permite identificar a los “granos’ del micetoma, estos estén formados en los
actinomicdcicos por hifas microsifonadas y una substancia que las amalgama en formade grano.

En laNocardia brasiliensis y N.asteroides frecuentemente vemos clavas en la periferiay en
la Actinomadura madurae pseudoclavas. En € estudio anatomopatol 6gico podemos observar un
proceso granulomatoso agudo y crénico, en e que amenudo encontramos € “grano”.

Si las hifas que lo componen son microsifonadas su etiologia es bacteriana (98% de los
casos), s las hifas son macrosifonadas su etiologia es micética (2% de los casos), esto es muy
importante ya que € tratamiento de unos y de otros es diferente. Las caracteristicas histol6gicas
han sido bien descritas en los diversos actinomicetos y es posible llegar d diagnostico de laespecie
en agunos de ellos por sus caracteristicas tintoriales y morfol ogia microscopica

El cultivo: Después de cultivar secrecion filante del area afectada en medio de Micosel y/o
Sabouraud y esperar por lo general de 2 a 3 semanas, incubandose a 30°C, observamos en & caso
de Nocardia brasiliensis, colonias blanco amarillentas, yesosas de aspecto de palomitas de maiz, la
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bacteria es Gram positivay Zielh Neelsen positiva. La Nocardia brasiliensis hidroliza la caseinay
licla la gelatina, estas dos Ultimas caracteristicas la diferencia del resto de los actinomicetos
causantes de micetoma

Cuando € agente causal es Madurella micetomatis o M.grisea se desarrolla una colonia de
crecimiento generalmente lento, con micelio aéreo, color variable entre ocre, gris y negro. El
estudio radioldgico del area afectada nos permite observar s existe diseminacion a hueso y definir
laextension de la enfermedad.

Patologia

Tanto los granos como las muestras de tegjidos “biopsias’ son estudiados a microscopio
optico, utilizando técnicas histopatol égicas, las muestras luego de fijadas en sol, de formol a 10%
e incluidos en parafina, pueden ser coloreadas por Hematoxilina Eosina u otras técnicas. Estas
observaciones permiten determinar € tipo de respuesta tisular a la infeccion por € agente
etioldgico del actino o eumicetoma, asi como describir las caracteristicas generales o particulares
del “grano”, tales como: su forma, tamafio, etc.

ACTINOMICETOS PATOGENOS EIII_QCB)II:I"AI"IgﬁDOS EN ESPECIMENES CLINICOS
oreanisucs | OgrEEIaA e
N.asteroides Genera mente patégeno Nocardiosis, ocasiona micetoma
N.brasiliensis Generamente patdgeno Micetoma, ocasionalmente nocardiosis
N.otitidiscaviarum Generalmente patdgeno Nocardiosisy Micetoma
N.farcinica Raro (generalmente animales) Nocardiosis
A.madurae Generamente patdgeno Micetoma
A.pelletieri Generalmente patdgeno Micetoma
nggsgﬂizﬁseiis Genera mente patdgeno Micetoma
S.somaliensis Genera mente patégeno Micetoma
Dermatophi_lus Genera mente patdgeno en animales Dermatitis
congolensis
A.israelii Genera mente patdégeno Actinomicosis
A.naeslundii Generalmente patdgeno Actinomicosis
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Tratamiento: La Diamino-Difenil-Sulfona (DDS) fue usada por primera vez en 1947 por
Latapi y colaboradores en los micetomas actinomicosicos con buenos resultados. En la actualidad
el tratamiento de eleccion es Sulfametoxazol, Trimetoprim y en agunos casos se emplea
Diamino-difenil-sulfona, Inh, Rifampicina, Minociclina, Estreptomicina y para los casos
complicados, combinaciones de Trimetoprim Sulfametoxazol y Amikacina. Este dltimo
tratamiento, con controles audiométricos y de funcion renal, esta asociacion puede administrarse en
ciclos de 5 semanas hasta por tres ciclos, de acuerdo con lo descrito por Welsh y colaboradores en
el JAAD de Septiembre de 1987. Vol. 17 N° 3pp. 443-448.

El tratamiento cuando se emplea Diamino Difenil Sulfona o Sulfametoxazol Trimetoprim,
debera mantenerse seis meses después de su remision clinicay bacteriol 6gica.

El tratamiento de los micetomas eumicosicos es a base de: Ketoconazol, Itraconazol,
Fluocomazol y Anfotericina B. Si lalesién es pequefia y resecable, se recomienda su extirpacion
quirdrgicay continuar el tratamiento meédico ya descrito. No existen medidas preventivas para esta
enfermedad y s6lo se recomienda e uso de calzado y la atencion primaria adecuada de las heridas
de pidl.

i TABLA 24
MORFOLOGIA DE LOS GRANOS PRODUCIDOS FjOR DIFERENTES
ESPECIES DE ACTINOMICETOS AEROBICOS
N CONSIS
ESPECIE TAMANO TENCIA FORMA COLOR OCURRE
~ Se encuentra
Pequefio Lobulado, .
N.asteroides (Immde Blando | ocasiondmenteen Blancoo | en micetomasy
iy amarillento no en otros
diametro) bastonetes.
procesos.
Lobulado, Blanco o En micetomas,
N.brasiliensis Pequefio Blando | ocasionamente en amarillo raro en otros
bastonetes. palido procesos.
Grande Irregular oval, arifrrill(l:;?o
A.madurae (1.5mmde Blando Serpinginoso o En micetomas.
S orosado a
diametro) lobulado. .
rojizo
Bordeslisos o Rojo fuerte
. Pequefio finamente puede ser .
A.pelletieri (0.3-0.5mm) Blando lenticulados, amarillento En micetomas.
irregular esférico. 0 roséceo
1-2mmde Redondo aoval, Amarillo
S.somaliensis diametro Duro densq y o café En micetomeas.
homogéneo.
1-2mm de Redondo aoval,
S.paraguayensis di Duro densoy Café o negro | En micetomas.
lametro 4
homogéneo.
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ASPECTOS SEROLOGICOS E INMUNOLOGICOS DEL MICETOMA
Las pruebas serolégicas son una ayuda diagnostica de laboratorio, las cuales pueden ser
usadas para:
a) Hacer e diagndstico de micetoma.
b) Diferenciar € tipo de micetoma, si es un Actino o Eumicetoma
¢) Como ayuda de monitoreo del tratamiento, tomando como referencia los anticuerpos
circulantes.

Uno de los primeros estudios sobre € posible uso de la serologia en € estudio de los
organismos capaces de producir micetoma, es € de Claypole (1913) quien tratd de utilizar la
prueba de fijacion de complemento para establecer la relacion entre Mycobacterium, Nocardia y
Streptomyces. Con € uso de la técnica de fijacion de complemento para estudiar sueros de conejos
inmunizados con Actinomyces bovis, A.madurae y Actinomyces gypsoides se observo reactividad
cruzada entre |os grupos.

Otros investigadores como: Schneidan, Gonzalez-Ochoa, Bovis y Macotela-Ruiz,
desarrollaron diversas técnicas y metodologias tanto para la clasificacion de los actinomicetales,
como paralademostracidn de rel aciones entre estos microorgani Smos.

Unos de | os trabajos fundamentales en €l estudio inmunol dgico de los actinomicetales, es €
realizado por Gonzalez-Ochoay Baranda (1953); quien preparo antigenos de N.brasiliensis, uno de
estos antigenos, que es un carbohidrato, demostré ser especifico cuando es usado en pruebas
cuténeas en pacientes con micetoma por N.brasiliensis.

Murray en 1961 hizo experimentos con cobayos, los cudes podia sensibilizar por
inyecciones subcutaneas con antigenos de actinomicetales o eumicetos suspendidos en adyuvante
de Freund. En 1964 Murray y Moghraley probaron los antigenos preparados por Murray en 1961,
en pacientes del Sudan. En 1962 Magnusson prepard una serie de antigenos a los cual es denomino
sensitinas. En 1963 Bojalil y Magnusson; y Bojalil y Zamora prueban estas sensitinas en pacientes
mexicanos con micetoma. En 1965 Mahgoub, prepard sensitinas a partir de S.somaliensis,
A.pelletieri y A.madurae y los probd en pacientes en e Sudén. Zamora y Bojail fueron los
primeros en describir pruebas de precipitacion con N.asteroides y N.brasiliensis.

La metodol ogia desarrollada por Ouchterlony, (1949), de difusion en agar gel, ha permitido
a través de su uso € diferenciar un eumicetoma de un actinomicetoma, aunque existe reaccion
cruzada entre los actinomicetos, la reaccion de un antigeno y su antisuero homologo es siempre
mucho mas fuertey definida.

L as pruebas serol égicas tienen alin bastantes limitaciones y se requiere para su posible uso
confiable e que se desarrollen antigenos aun méas sensibles y especificos.
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Los mecanismos de patogenicidad de los actinomicetales, asi como los mecanismos de
resistencia del huésped, aln no estén bien dilucidados. Entre los posibles mecanismos de defensa
del huésped, estén:

a) Laaccién combinada de los monocitos, linfocitos, etc. y de los leucocitos polimorfonucleares
parainhibir y opsonizar alas nocardias,

b) Laactivaciony migracién de los macréfagosy

c) Laaccion citotoxica especifica de céulas linfocitarias tipo T. Segun estudios de Ortiz y Col. a
nivel experimental, lainmunidad humoral parece no brindar efectos protectores.

Los anticuerpos son importantes para € inmunodiagnostico y monitoreo de la accion
terapéutica en e paciente. Los pacientes con micetoma presentan ateraciones en su inmunidad
mediada por células. Asi mismo, es de gran importanciala hipersensibilidad retardada.

Estudios més recientes han preconizado e uso de técnicas, taes como la
contrasinmunoelectroforesis y la técnica de ELISA, pero alin no se ha desarrollado un antigeno
apropiado y especifico. Sugar y Col. recientemente han caracterizado un antigeno especifico para
N.asteroides. Estos autores utilizaron las técnicas de el ectroforésis en gel de acrilamiday latécnica
de Westernblot.

Beaman y Col. han producido diversos anticuerpos monoclona es especificos para componentes celulares
de N.asteroides GUH-2, tales como parala superoxido dismutasa, entre otros.

Los estudios serolégicos e inmunoldgicos de las enfermedades, tales como Nocardiasis y
Micetomas, a pesar de que en estos Ultimos afios han avanzado mucho, aln estan lejos de ofrecer
resultados que puedan ser utilizados en forma plena en la rutina o en estudios de tipo
epidemiol dgico.

SITUACION INMUNOLOGICA DEL PACIENTE CON MICETOMA

El micetoma es una enfermedad cronica de la piel y del tgido celular subcutaneo,
encontrada en e hombre y otros animales. Esta caracterizada por tumoraciones inflamatorias
indoloras, con trayectos de drengje o0 presencia de fistulas por la que drenan granos gque son
microcolonias del organismo causal. Recientemente, Lavalle (1987), clasifica los procesos
fistulosos de acuerdo con la presencia y tipo de grano, tipo de organismo causal y modo de
inoculacién. En esta clasificacion los procesos fistulosos los agrupa en tres clases. 10s micetomas,
los paramicetomas y 10s pseudomicetomas.

La enfermedad tiene una etiologia mltiple y es producida por un gran nimero de bacterias
del orden actinomicetales y hongos eumicetos. Los micetomas producidos por actinomicetales se
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les denomina actinomicetomas, para diferenciarlos de los eumicetomas 0 micomicetomas
producidos por hongos. Los actinomicetales méas frecuentemente implicados son: Nocardia
brasiliensis, N.asteroides, N.otitidiscaviarum, Actinomadura madurae, A.pelletieri, Streptomyces
somaliensis y Nocardiopsis dassonvillei.

Los eumicetomas tienen etiologia aun mas variada, encontrandose Madurella grisea,
M.micetomatis, Pyronochaeta romeroi, Acremonium falciforme, Exophiala janselmii, Curvularia
geniculata, Soedosporium apiospermum, Leptosheria senegalensis y otros méas.

A pesar de la gran diversidad de los agentes causales todos ellos comparten dos
caracteristicas en comun, el tener un habitat exdgeno y producir granos filamentosos que drenan de
las lesiones. Los micetomas se adquieren por la inoculacion traumética de la dérmis o tgjido
subcuténeo con los organismos saprofitos que habitan en e suelo.

No son contagiosos de persona a persona, se presentan en ambos Sexos, pero con mas
frecuencia en hombres que en mujeres. En nuestros paises la mayoria de los pacientes se
encuentran entre los 30 y 59 arios de edad.

A pesar de su relativa dta endemicidad en regiones tropicales y subtropicales, una
interrogante siempre esta presente, ¢por quée sdlo unos pocos pacientes desarrollan micetoma? En
areas endémicas la poblacién esta igual mente expuesta a pequefios traumas y al organismo causal,
ello indica que otros factores, ademas de la “primoinfeccion” juegan un papel importante en la
frecuencia de la enfermedad.

Los estudios clinicos inmunol 6gicos de pacientes con micetoma reflgjan una ateracion en
algunas funciones de la respuesta inmunoldgica del hospedador frente a la infeccion por los
organismos causales. Mahgoub y colaboradores han reportado observaciones interesantes de
pacientes atendidos en una clinica especiaizada en micetomas en Khartoum (Norte de Sudan) En
estaclinicaen un periodo de siete afios, han tratado a 350 pacientes con micetoma.

Ellos reportan casos de pacientes con reinfeccion en sitios diferentes alalesion origind y
con agentes etiologicos diferentes, un paciente con infeccion causada por Madurella micetomatis
en un pie y con Actinomadurae pelletieri en la rodilla del otro miembro, pacientes con lepra,
infectados ademéas con Mycobacterium micetomi, padre e hijo infectados con Madurella
micetomatis, madre e hija infectadas con Streptomyces somaliensis e historias de cuatro pacientes
gue tenian parientes cercanos con micetoma.

Estas observaciones sugieren una posible deficiencia o adteracién de la respuesta
inmunol 6gica de los pacientes con micetoma.

A varios pacientes con micetomas se les evalud la respuesta mediada por células mediante
las pruebas de la tuberculina, sensibilizacion con dinitroclorobenzeno (DNCB), la proliferacién de
linfocitos inducidos con fitohemaglutinina y los niveles de inmunoglobulinas. Los investigadores
sugieren que los resultados de estas pruebas muestran evidencias de una deficiencia en la
inmunidad mediada por células en los pacientes con micetomas. Sin embargo, aun cuando los
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valores obtenidos en las pruebas sean significativos, no por ello son concluyentes de una
inmunodefiencia. Los resultados en tal caso reflgjan, una posible alteracion de algunas de las
funciones de la respuestainmune determinadas a través de estas pruebas.

El estudio de los diferentes aspectos inmunol 6gicos del micetoma estédn confinados a unos
pocos agentes causales.

Se han desarrollado varios model os experimental es en animales de laboratorio con € objeto
de andlizar la respuesta del hospedador frente a la infeccion, asi como de estudiar las bases
bioguimicas y estructurales de la patogenicidad. Casi todas las investigaciones se han realizado en
unos pocos miembros del género Nocardia. Muy poca informacion se tiene sobre los géneros
Actinomadura, Streptomyces y sobre |as infecciones producidas por Eumicetos.

Por lo tanto, en esta revision nos limitaremos a presentar |0s mecanismos de resistencia del
hospedador y |a patogenicidad de las Nocardias que producen actinomicetomas.

INMUNIDAD NO ESPECIFICA:
INTERACCION FAGOCITO - NOCARDIA

Los macréfagos y los leucocitos polimorfonucleares eliminan la mayoria de los
actinomicetales del tgido del hospedador mediante la fagocitosis. Una vez que un agente
infeccioso, tal como la Nocardia es fagocitado, puede ser destruido, o persisitir dentro de la célula
en una forma aterada y posiblemente reproducirse. Las células de Nocardia pueden crecer como
parasito intracel ular facultativo en e macrofago, no siendo asi en e leucocito polimorfonucl ear.

Fillice y colaboradores encuentran que los neutréfilos y los monocitos humanos fagocitan e
inhiben €l crecimiento in vitro de las cepas de Nocardia pero no las destruyen.

Las nocardias virulentas no son inhibidas y son resistentes a la destruccion por los
neutréfilos a pesar de la produccion de metabolitos toxicos por € fagocito. Esta resistencia
pareciera ser parcia, debida a la produccion por parte del microrganismo de atos niveles de
catalasa.

El papel del macréfago en la defensa del hospedador contra infecciones por Nocardia, se
han determinado utilizando macréfagos provenientes del pulmén de congos infectados y no
infectados con Nocardia asteroides. Las células de nocardia son capaces de sobrevivir y crecer
dentro de los macrofagos alveolares de animales no infectados. Sin embargo, 1os macréfagos de
animales infectados inhiben & crecimiento, de las nocardias, la inhibicion es més efectiva cuando
las cepas se encuentran en fase estacionaria de crecimiento comparada con las cepas en fase
logaritmica. AUn mas, los macréfagos activados inhiben més efectivamente € crecimiento de las
nocardias cuando se pre-incuban con linfocitos especificamente activados, provenientes de
ganglios linfaticos, combinados con sueros de animales infectados con actividad de complemento y
surfactantes del pulmon. Estos resultados indican que € estado activado del macréfago es un
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componente esencial en la destrucccién de nocardia.

En € laboratorio del Dr. Beaman se ha encontrado que los macréfagos aislados de
diferentes sitios anatdmicos de ratones BALB/c muestran actividades fagocitarias y bactericidas
diferentes frente a la Nocardia. Estos resultados se han demostrado tanto en ensayos "in vivo",
como "in vitro™.

Black y Col. comparan la actividad fagocitaria y bactericida de macréfagos alveolares,
peritoneal es, de higado y pulmon provenientes de ratones BALB/c normales e infectados con cepas
virulentas y poco virulentas de Nocardia asteroides. La cepa N.asteroides GUH2 es atamente
virulenta, fue aidada por € Dr. Beaman dd rifion de un paciente falecido por nocardiasis
diseminada en el Hospital de la Universidad de Georgetown Washington D.C., Estados Unidos. La
cepa N.asteroides ATCC-10905 es poco virulenta 'y proviene de la Coleccidon del American Type
Culture Collection. Los resultados muestran que los macrofagos de ratones infectados con
Nocardia son mas €ficientes en destruir tanto las cepas virulentas como las poco virulentas de
Nocardia asteroides que los ratones no infectados. Hay diferencias en la capacidad fagocitaria y
bactericida entre las diferentes poblaciones de macréfagos.

En animales no infectados, los macréfagos del bazo son més eficientes en eliminar los
organismos que los macréfagos del higado o del pulmon.

En animales infectados € orden de capacidad bactericida de los macréfagos es también
diferente y depende no sdlo del origen del macréfago, sino también del tipo especifico de la cepa
de Nocardia.

Cuando se infectan los ratones con la cepa virulenta de Nocardia asteroides GUH-2 los
macrofagos del higado muestran € mayor indice de fagocitosis y muerte de las Nocardias
comparada con los macroéfagos peritoneaes, del bazo y pulmén.

Cuando la infeccion se redliza con la cepa poco virulenta de Nocardia asteroides 10905 €l
orden de efectividad de la fagocitosis y muerte es. macréfagos peritoneales, seguidos por
macrofagos del bazo, alveolares y células del higado. Se encontré también una correlacion entre la
eficiencia funciona de las diferentes clases de macréfagos frente a la Nocardia y la actividad
enzimdaica de la fosfatasa &cida lisosomal. La actividad enzimética de esta enzima estaba
aumentada en los macrofagos que més destruian alas nocardias fagocitadas.

Se han descrito una serie de mecanismos y funciones de las cepas de Nocardia virulenta que
pudieran contribuir a explicar laevasion, resistencia o neutralizacion de la accion bactericida de los
macrofagos 'y neutrdfilos, tales como:

1) La produccion de dtos niveles de catalasa y superéxido dismutasa, las cuales reducen los
productos de oxigeno toxico generados por € fagocito.

2) Ladisminucion de la actividad enzimética de las enzimas lisosomales de algunas poblaciones
de macrofagos.
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3) Bloqueo delaacidificacion del fagosoma
4) Inhibicion delafusion lisosoma-fagosoma.

Por otra parte, se han descrito una gran variedad de componentes de la pared celular de los
Actinomycetales que estén implicados en la patogenicidad y virulencia de estos organismos. Uno
de estos componentes, € “factor cuerda’ (6-6' dimicolato de treal0sa), se ha puesto en evidenciaen
Mycobacterium y Nocardia y demostrado que tiene efecto toxico e induce la formacion de
granulomas en ratones.

Estos estudios indican que €l estado activo del macréfago es un componente esencid, pero no
una barrera suficiente para proteger al hospedador frente a las infecciones producidas por
Nocardia.

INMUNIDAD MEDIADA POR CELULAS

Se ha demostrado que fundamentalmente se induce a la inmunidad mediada por células
durante las infecciones producidas por Nocardia. Esta inmunidad se pone en evidencia "in vivo"
por la reaccion de hipersensibilidad retardada y por reacciones protectoras como son la formacién
de granuloma. Varios investigadores han ensayado la reaccion de hipersensibilidad retardada en €
hombrey en varios animales de laboratorio infectados con cepas de Nocardia.

Se han aidado y purificado antigenos sométicos y metabdlicos de diferentes especies de
Nocardia con e objeto de confirmar infecciones en animales de experimentacion. La limitacion de
estatécnicahasido € aidamiento y purificacion de antigenos especificos.

El papel del linfocito T, fue demostrado en experimentos de infeccion de ratones normales
y congénitamente inmunodeficientes (atimicos o carentes de bazo) con cepas de Nocardia
otitidiscaviarum y Nocardia brasiliensis. En estos experimentos se utilizaron varias cepas de
ratones y la inoculacion se redlizd a través de diferentes vias. Los resultados claramente
demuestran que los animales deficientes en linfocitos T, eran significativamente més susceptibles a
las nocardias que | os ratones normal es.

La transferencia de linfocitos T, provenientes de animales heterocigotos preinmunizados
protegian a los ratones atimicos y carentes de bazo que no desarrollaban lesiones micetomatosas
después de la infecciéon; sino una enfermedad sistémica aguda con produccion de abscesos
purulentos que causaba la muerte de los animales.

Recientemente se ha encontrado que una poblacion de linfocitos T se asocia a las
Nocardias mediante €l contacto membrana-pared y las destruye directamente en ausencia de otras
células, tales como leucocitos PMN, monocitos o macréfagos. La habilidad de estos linfocitos T de
matar a las células de Nocardia es inmunol 6gicamente especificay pudiera ser un mecanismo de
defensa importante del hospedador ya que e patdgeno es capaz de crecer y asi evadir su
destruccion por las células fagociticas.
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INMUNIDAD HUMORAL

Aparentemente hay produccion de anticuerpos circulantes durante las diferentes etapas del
micetoma, sin embargo estos anticuerpos no parecen brindar una respuesta protectora frente a la
infeccidn. Por ta razén varios investigadores han utilizado diferentes técnicas inmunol 6gicas con
el objeto de desarrollar pruebas serol égicas de rutinapara el diagnéstico y seguimiento de pacientes
con micetomas. Se han detectado anticuerpos en pacientes infectados con diferentes especies de
Nocardia, Actinomadura, Streptomyces y también eumicetos mediante las pruebas de: Fijacion de
Complemento, la doble difusién de Ouchterlony, Contrainmunoelectroforésis y ELISA (ensayo
inmunoenzimético). Los resultados indican que hay poca especificidad o un ato grado de reaccion
cruzada entre los antigenos provenientes de |os diferentes géneros de actinomicetales y eumicetos.
La mayor limitacion de estas pruebas ha sido la produccion de buenos antigenos para uso en €
serodiagndstico de rutina paratodas y cada una de | as especies productoras de micetoma.

Recientemente, Sugar y col. (1985) han aidado e identificado, mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida y la técnica de “Western blot” (inmunoel ectrotransferencia) dos antigenos
protécos provenientes de filtrados de cultivos de N.asteroides. Estos antigenos fueron utilizados
para serodiagndstico de nocardiasis encontrandolo muy especifico y no presentando reactividad
cruzada con sueros de pacientes normales o con tuberculosis.

También, recientemente Beaman y col. han producido una coleccion de diez anticuerpos
monoclonales especificos para la cepa virulenta de Nocardia asteroides GUH-2. Todos €los
parecen tener alta especificidad en los ensayos de ELISA y en pruebas de aglutinacion. Los
anticuerpos monoclonales podrian representar una herramienta Util en la terapia (como la bala
mégica), inmunoprofilaxis, inmunodiagndstico y determinacion de factores virulentos de Nocardia.

CONCLUSIONES

La baja frecuencia del micetoma en &reas endémicas, la reinfeccion en sitios anatomicos
diferentes alas lesiones originales, asi como lainfeccion con varios agentes etiol égicos, reflgjan en
gran parte la respuesta inmunol 6gica del paciente frente a la infeccion micetomatosa. Los estudios
inmunol 6gicos de pacientes con micetomas han sido escasos. L as determinaciones de lainmunidad
celular se han realizado mediante pruebas indirectas de hipersensibilidad retardada como son la
prueba de la tuberculing, la sensibilizacion con DNCB. Sin embargo, estos estudios sugieren que
los pacientes con micetoma muestran una alteracion en algunas de las funciones de la inmunidad
mediada por células.

Las nocardias patégenas son eliminadas ddl tgido del hospedador mediante procesos no
especificos, tales como la fagocitosis y por mecanismos especificos dependientes de la inmunidad
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mediada por células.

La resistencia a las infecciones por las nocardias ha sido asociada con la activacion de
macrofagos, la inhibicion del crecimiento de las nocardias por 1os neutréfilos y por mecanismos
especificos mediados por células T citotoxicas.

Varios factores influyen en €l destino de las nocardias ingeridas. Estos incluyen el estado
metabdlico del fagocito, € tipo de fagocito, la disponibilidad, concentracion y tipo de enzimas
lisosomales dentro de los macréfagos o leucocitos polimorfonucleares y e tipo de cepa de
nocardia. Una deficiencia en uno de estos factores pudiera por lo tanto comprometer al hospedador
y aumentar su suceptibilidad a adquirir las enfermedades producidas por las nocardias.

Lainmunidad humora no parece brindar proteccion frente a las infecciones producidas por
las nocardias. Hasta € momento no hay procedimientos serologicos establecidos para e
diagndstico y pronostico del micetoma, debido a la carencia de antigenos especificos purificados
paralas diferentes especies que producen micetomas.

Es posible que la produccién de anticuerpos monoclonales facilite no solamente €
diagndstico, sino la orientacion del tratamiento y la prevencion de la enfermedad.
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CAPITULO 3

SENSIBILIDAD DE Nocardia A LOS ANTIBIOTICOS

La nocardiosis es una infeccion granulomatosa y supurativa, localizada o diseminada,
debida a la proliferacion de actinomicetos aerdbicos del género Nocardia que generalmente
penetran a organismo por inhalacién o més raramente por inocul acidn transcutanea.

Nocardia asteroides, Es la principal especie patdgena. Algunas otras especies también son
responsables de infecciones: N. brasiliensis (causante de micetomas frecuentes en las regiones
tropicales), N. farcinica y mas raramente N. otitidiscaviarum.

Aunque la nocardiosis puede encontrarse en individuos aparentemente sanos, es una
infeccion oportunista frecuentemente observada en sujetos que presentan uno o varios factores de
riesgo, entre los cuales e més importante es una deficiencia en lainmunidad celular. Sin embargo,
lanocardiosis es poco frecuente en pacientes con SIDA (0.3 % de casos con nocardiosis asociada).

El interés de estudiar la sensibilidad tan variable que presenta, sobre todo, N.asteroides
frente a diferentes antibioticos, se basa en la necesidad de administrar una antibioticoterapia,
particularmente en los casos de nocardiosis pulmonar o diseminada, que serian fatales sin d
tratamiento. Esto implicala seleccién del mgor antibidtico posible en funcion de la sensibilidad de
la ceparesponsable de lainfeccion.

Aunque las sulfamidas siguen siendo & quimioterdpico de mejor eleccion, solo son eficaces
en e 80 % de las infecciones pulmonares y en e 50 % de las infecciones del sistema nervioso
central. Ademas, |os casos de aergia alas sulfamidas o a la asociacion trimetoprim-sulfametoxasol
obligan alaaplicacién de otro antibidtico.

Aunque en la actualidad se dispone de muchos antibidticos, como las [3-lactaminas, €
interés en € tratamiento de las nocardiasis esta condicionado por la verificacion de la sensibilidad
delacepa

Findmente, & perfil de sensibilidad a los antibiéticos de diferentes actinomicetos ha sido
utilizado con fines taxondmicos.
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Para |as diferentes especies de Nocardia pueden ser usados un cierto nimero de antibi6ticos
que ofrecen informacion Util, tanto desde € punto de vista clinico como taxondmico.

Métodos de estudio y sus limites

El antibiograma nos muestra la actividad bacteriostética de uno o varios antibioticos aidados
sobre una bacteria. Hay tres técnicas para estudiar la sensibilidad de las cepas de Nocardia a los
antibidticos:

- Dilucion en medio de solido
- Dilucién en medio liquido
- Método de discos

a) Dilucién en medio solido

Se redliza con la ayuda del aparato de Steers para replicacion, éste ha sido € método
estdndar usado por muchos autores. Este método presenta el inconveniente de ser completamente
inaplicable en laboratorios de andlisis de rutina.

b) Dilucién en medio liquido

Los métodos mas recientes para la determinacion de la CMI (Concentracion Minima
Inhibitoria) utilizan un caldo de Mueller-Hinton suplementado con cationes y repartido en una
microplaca de 96 pozos. Laincubacion se hace a35°C de 48 a 72 horas.

c) Método de discos

Descrito por primera vez por Wallace, es seguramente la técnica més practica para €
estudio de lasensibilidad de Nocardia alos antibidticos.

El inéculo se prepara a partir de un cultivo en agar, o0 megjor ain, de un cultivo en medio
liquido que permite una mayor homogeneidad de la suspension bacteriana. La adicion de perlas de
vidrio a medio de cultivo permite la fragmentacion de los filamentos de Nocardia dando asi una
suspension mas fina.

Después de 48 a 72 horas de incubacion se miden los haos de inhibicion que se presentan
alrededor de los discos. Algunos autores evalUian la sensibilidad de las cepas alas sulfamidas o ala
asociacion de trimetoprim-sulfametoxasol tomando en cuenta solamente e 80 % del diametro dela
inhibicion.

Para Nocardia un antibiograma estdndar debe contener |os siguientes antibi6ticos:
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Penicilina G (o Ampiciling)
Amoxicilina+ acido clavulanico
Cefuroxina

Cefotaxina

Pefloxacina

Imipenem

Eritromicina

Sulfamidas

Trimetoprim

Vancomicina

Gentamicina

Metilmicina

Cranfenicol

El antibiograma minimo debe contener:

PenicilinaG

Amoxicilina+ acido clavulanico
Cefuroxima

Amikacina
Trimetoprim-sulfametoxasol

Los resultados se expresan en categorias clinicas, SENSIBLE o RESISTENTE, con una
zona entre estos dos extremos llamada categoria intermedia. Esta categorizacion basada en
parametros farmacocinéticos no contempla otros criterios que determinan la sensibilidad o
resistencia de una bacteria hacia un antibiético, como son:

- Criterio estadistico; diferencia de sensibilidad de la bacteria estudiada con la de la poblacion
dominante de la misma especie.

- Criterio bioquimico; presencia de un mecanismo de resistencia.
- Criterio clinico; eficaciaterapéutica.

Las técnicas del antibiograma han sido estandarizadas para bacterias de crecimiento rgpido
sobre agar. Para Nocardia, lainterpretacion del antibiograma por difusion no puede ser analogo a
la de los gérmenes de crecimiento rapido. La resistencia no presenta duda, pero la sensibilidad
"aparente”’ debe ser determinada seguin otras normas o confirmada por unatécnica de dilucion.

Medios para el estudio

Las nocardias son bacterias que generalmente crecen bien en la mayoria de los medios de
laboratorio. En particular crecen favorablemente en gelosa sangre o en gelosa chocolate, en medio
de MUeller-Hinton, medio de tripticasa-soya, agar DTS, etc. El crecimiento puede ser favorecido

por la presencia de CO..
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Menos del 10 % de las cepas pueden presentar un crecimiento dificil en medio de
MUeller-Hinton no suplementado; € enriquecimiento del medio con 5% de sangre de carnero o la
utilizacion de medio Mueller- Hinton — chocolate, puede permitir un crecimiento normal de estas
cepas.

Las cepas vigas, conservadas en aceite durante mucho tiempo en € laboratorio y cuyo
metabolismo estd inactivado, pueden presentar un crecimiento minimo en medio de
Mueller-Hinton. EI medio usado no debe contener ninguna sustancia que afecte la accion de los
antibiéticos. Para € trimetoprim y las sulfamidas € contenido de timidina del medio debe ser
menor a0.03 mg/ml.

En genera d medio de Midler-Hinton cumple con esta restricciéon, sin embargo, es
importante determinar e contenido de timidina de cada lote de medio. Si € lote no pasa la prueba
es preferible cambiarlo, sin embargo, es posible disminuir la concentracion de timidinaen € medio
adicionando timidina fosforilasa (que transforma la timidina en timina) y esto es posible por los
siguientes métodos:

Adicionando timidina fosforilasa (Wellcome) a medio, a una concentracion de 0.025-0.1
Ul/ml de medio.

Afadiendo a medio 5% de eritrocitos de caballo hemolizados que contienen timidina
fosforilasa.

Resultados
a) Dilucion en medio sélido y liquido

En general ladilucion limite que corresponde ala CMI es fécil de determinar: esla primera
dilucion del antibidtico que inhibe completamente e crecimiento de la cepa.

La técnica de dilucion en agar es megjor que la de dilucion en liquido pues permite un
crecimiento mas rapido de Nocardia, ademas € agar tiene un efecto protector sobre € antibiotico
lo que retarda su degradaci dn. Muchos antibi6ticos han sido probados con estas técnicas.

b) Métodos de disco

Ciertos antibidticos como las tetraciclinas, las 3-lactaminas o las sulfamidas dan halos de
inhibicién cuyos bordes no son claros. En e caso de las [3-lactaminas se debe a la produccion de
[3-lactamasas por las cepas de Nocardia por lo que se puede presentar un crecimento tardio en los
bordes de la zona de inhibicién. Las sulfamidas dan una zona de inhibicion grande pero se presenta
crecimiento residual dentro del halo.

La concentracion del inéculo es un factor critico, sobre todo para € estudio de las
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sulfamidas. Los diferentes estudios han mostrado grados variables de sensbilidad a los
antibioticos, en particular alas fluoroquinolonas, carbapenemsy cefal osporinas de amplio espectro.

Larazon de esta variabilidad es desconocida, pues se trata de una resistencia intrinseca de
Nocardia ya que la mayoria de las infecciones tiene un origen extra-hospitalario. Aungue las
diferentes cepas de Nocardia asteroides presentan sensibilidades variables a los antibioticos han
podido ser agrupadas de acuerdo con sus perfiles de sensibilidad como se muestraen laTabla 3.1.

Los agentes antibacterianos de uso parentera que presentan mayor actividad son la
amikacina (inhibe a 95 % de las cepas), € imipenem (88 %), la cefotriaxona (82 %) y la
cefotaxima (82 %0).

Entre los agentes empleados oramente las sulfamidas (100 %), laminociclina (100 %) y la
ampicilina (40 %) son los mas activos.

Interés Taxondmico

Se ha demostrado que € perfil de sensibilidad alos antibiticos de Nocardia tiene un valor
taxondmico (Tabla 3.2).

Particularmente e vaor taxonomico de los perfiles de Nocardia asteroides para definir
subgrupos, no hasido estudiada.

TABLA 3.1 SENSIBILIDAD DE N.asteroides A DIVERSOS ANTIBIOTICOS
ANTIBIOTICOS
CRUPG INCIDO/ENCIA
(%) AMP|caB|cer| MP |k |caP| E | AN |AMG| P
50%
1 20 S| s |S |gamugm
50%
2 0 s|s|s| 82 |« S
ug/mi
3 18 s | R
4 5 s | s
5 17 R S s|s|RrRI|R
6 35 R S R R
7 5 NO PRESENTA NINGUNA DE ESTAS CARACTERISTICAS
AMP = Ampicilina CAB  =Carbenicilina

CEF  =Cefdosposina IMP  =Imipenem
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K = Kanamicina CIF = Ciprofloxacina
E = Eritromicina AN = Amikacina
AMG = Aminoglucésido P = Penicilina

TABLA 3.2 ESQUEMA DE IDENTIFICACION PRESUNTIVA DE NOCARDIAS

, SENSIBILIDAD
ANTIBIOTICO
N.asteroides N.brasiliensis | N.otitidiscaviarum N.farcinica
,Amoxicilin,a_+ 4 4 i 4
acido clavulanico
Kanamicina - - - +
Gentamicina - + + +/-
Cloranfenicol - - + -
Minociclina - + + +/-
Eritromicina - - + +/-

3-lactamasa

Parece ser que todas las cepas de N.asteroides y de N.brasiliensis producen una
[>lactamasa, aunque las cantidades producidas varian de una cepa a la otra. En algunas cepas la
[3-lactamasa slo se puede poner de manifiesto tras la induccion o por fraccionamiento celular, por
lo que la busqueda de la [3-lactamasa no tiene ningun valor predictivo sobre la sensibilidad de las
cepas alas [&-lactaminas.

En N. asteroides ha sido detectada una (3-lactamasa en mas del 90% de las cepas, pero no se
ha buscado larelacion entre el tipo de actividad de estas enzimasy laresistenciaalas 3-lactaminas.
Se han encontrado trestipos de [3-lactamasas. € Tipo C, e mas comun (50 % de las cepas) muestra,
por isoelectroenfoque y revelado con nitrocefina, dos bandas una con pl 4.2y laotracon pl 4.3; €
Tipo A muestraunabandaapl 4.2y € Tipo B tiene unabandaapl 4.6.

En N. brasiliensis se ha observado solo un perfil de resistencia a las 3-lactaminas; existe
una buena correlacion entre e tipo de [3-lactamasa presente en 9 cepas diferentes y e espectro de
sensibilidad a las [3-lactaminas. Se han detectado cinco perfiles de actividad de 3-lactamasa
(isoelectroenfoque) con bandas a pl 4.7, 4.8, 4.95, 5.05, 5.1 y 5.4 como en € caso de N.asteroides
los diferentes perfiles de actividad enzimatica corresponden a mismo perfil de substrato. No se ha
podido establecer € origen de las [&lactamasas. Muchos plasmidos han sido identificados en
N.asteroides, pero no se les ha atribuido ninguna funcion.
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Hasta e momento no ha sido caracterizado ningin plasmido de N. brasiliensis. Sin
embargo, la presenciaen e 100 % de las cepas de una [3-lactamasa sugiere un origen cromosodmico
de estas enzimas.

Laimportancia de las [3-lactamasas en la resistencia de | as cepas a | as [3-lactaminas es poco
clara, la permeabilidad de las células o |a capacidad de | as proteinas parafijar lapenicilina
(penicillin-binding proteins) podrian jugar un papel mas importante que la presencia de
[3-lactamasas.

TERAPEUTICA

Las pruebas de sensibilidad in vitro a los antibiéticos de Nocardia, pueden guiar la
seleccion dd tratamiento. Pero dada la lentitud del crecimiento bacteriano se deben interpretar
siempre con reserva, ademés, se han de confrontar con |os resultados terapéuticos.

N.asteroides es un gérmen poco sensible, y por lo tanto es conveniente dar una concentracion
elevada de antibi 6ticos desde e principio del tratamiento.

Las sulfamidas a dtas dosis son las drogas de eleccion, junto con la asociacion de
trimetoprim y sulfametoxasol.

Hay que hacer notar que € sulfametoxasol puede potenciar la accion granulocitopénica de
los inmunodepresores y € trimetoprim es capaz de potencidizar la accion nefrotoxica de la
ciclosporina.

Las fallas en € tratamiento por sulfamidas y la existencia de sujetos aérgicos a la droga
han hecho que se propongan otros antibiéticos para € tratamiento, basados en su actividad in vitro.
El uso de otros antibidticos en € tratamiento de las nocardiasis es alin muy limitado, sin embargo
experimentalmente se han tenido buenos resultados in vitro; tal es e caso de la amikacina, (el
riesgo de toxicidad de los aminoglicésidos en tratamientos parenterales de larga duracion, se debe
considerar) la ampicilina, la asociacion amoxicilina + &cido clavulanico, la minociclina y €
imipenem.

Es posible que los antibidticos no sulfamidicos sean usados mas frecuentemente de lo que

reporta la literatura. Una mayor comunicacion de su actividad in vitro deberd permitir una mayor
utilizacion terapéutica.
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CAPITULO 4

MORFOLOGIA DE LAS ESPECIES INCLUIDAS EN EL GRUPO
NOCARDIOFORMES Y TAXONES RELACIONADOS

Nocardia asteroides
Apariencia Macroscopica

El crecimiento es variable, las colonias se parecen a Mycobacterium o a Streptomyces. El
crecimiento varia de plano y pobre hasta abundante y rugoso con consistencia de cartilago o cuero.
La pigmentacion varia de color crema hasta amarillo pdido o abeige, naranja o rosa oscuro.

El micelio aéreo invisible a simple vista es pobre o abundante y blanguecino. Muchas
colonias producen un exopigmento soluble de color &mbar o café claro.

Apariencia Microscopica: Micelio fino y ramificado, menor de un (1) micrémetro de
didmetro, frecuentemente fragmenta a cocos y bacilos. Las células son usuamente de ovaes a
cilindricas, variando en longitud de acuerdo con la cepa, y algunas veces permanecen intactas. Las
esporas observadas por Gordon y Mihm (1958) fueron similares, pero también se han visto células
esféricas en cultivos formando esporas.

El grado de fragmentacidn varia considerablemente. En cultivos vigjos € crecimiento micelial
en agar nutritivo diluido puede ser clasificado en cinco tipos. El mas simple es:

1) Hifaslargas, ramificadasy no fragmentadas.

2) Hifas fragmentadas y en zig-zag, a veces con formacion de estructuras complicadas por
ramificaciones |ateral es parecidas a Micropolyspora.

3) Hifas con muchas ramificaciones cortas y ramificadas o hifas largas, rectas con cierto grado de
ramificacion.

4) Ocasionalmente las hifas pueden terminar en espiraes o las ramificaciones pueden ocurrir en
verticilios.

La cantidad de micelio aéreo se puede variar cambiando € medio o la temperatura de
incubacion. Ladivision de las hifas en cadenas de esporas, en forma de rosario algunas veces.

La acohol-&cido-resistencia es variable. Cerca del 70% de los aislamientos son parcialmente
alcohol-acido-resistentes. EI nimero de células que retienen la fucsina fenicada varia del 10% 4
80%. Presentan grénulos metacrométicos, pero a microscopio de luz no se han visto los glébulos
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de lipidos observados en microscopia el ectronica.

Morfologia en Material Clinico: No se forman granulos, pero se observan hifas ramificadasy
algunas veces con fragmentacion. Las hifas tienen 0.5 a 1.0 micrometro de diametro con
ramificaciones en angulo recto pero en ocasiones se ven acumulos de hifas cuya distribucion es
generamente difusa.

Nocardia brasiliensis (Lindenberg) Castellani y Chalmers.

Apariencia Macroscoépica: Las colonias son planas y extendidas o rugosas y elevadas en
agar, glucosa extracto de levadura, de consistencia suave a membranosa, de color beige o amarillo
palido a naranja. Comunmente producen hifas aéreas blancas, a veces abundantes pero invisibles a
simple vista. Se puede producir un exopigmento soluble color ambar. Crece bien en gelatina
formando colonias redondas que dan una pelicula que se adhiere a la pared ddl tubo o forman un
sedimento.

Apariencia Microscopica: Células largas cilindricas, generalmente permanecen en cadenas intactas.
De las cepas observadas por Gordon y Mihm crecidas en agar glicerol, 48 produjeron filamentos largos o
cortos, mientra que 14 produjeron bacilos y filamentos cortos y delgados. No se observa fragmentacion,
aunque los 10 aidamientos de Goodfellow fragmentaron en cocos y bacilos.

Las hifas vegetativas generalmente son largos rizoides enmarafiados, pero algunas cepas
desarrollan colonias densas con margenes compactos.

El micelio aéreo de rudimentario a corto, recto u ondulado o largo y ramificado;
frecuentemente tiende a coalescer.

En las hifas de algunas cepas se pueden ver masas redondeadas o irregulares. Algunas hifas
forman espirales en sus puntas. La esporulacion esrara. La alcohol-acido-resistencia es parcial.

Morfologia en Material Clinico: En e pus de unainfeccion por N.brasiliensis se observan
granulos irregulares esféricos y lobulados de menos de 1mm de didmetro. Pueden ser de color
blanco aamarillo, son suavesy pueden o no tener clavas esféricas.

El centro de los grénulos estd compuesto de una masa apretada de filamentos finos, pero
alrededor de estos se encuentran unas estructuras gruesas conocidas como clavas rodeadas de
polimorfonucleares del huésped. Ocasionalmente los leucocitos estén en contacto directo con los
filamentos.

Nocardia otitidiscaviarum, (N. caviae). (Gordony Mihm.)

Apariencia Macroscopica: Las colonias son de color blanco cremoso o de crema a
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durazno o de amarillo o naranja, dependiendo del medio presentan micelio aéreo corto, € cua solo
raramente cubre el estroma. Las colonias irregulares con margenes filamentosos se parecen a las
producidas por N.asteroides con la que se confunde frecuentemente. A veces produce un
exopigmento café.

Apariencia Microscopica: Células esféricas y ovaes a cilindricas han sido vistas, a
menudo estan acompafiadas por hifas intactas no fragmentadas. Los granulos de polifosfato pueden
estar presentes. El micelio esta congtituido por filamentos largos profundamente ramificados con
protoplasma fuertemente refractil. La segmentacion produce bacilos y elementos cocoides del
doble del diametro dispuestos en forma angular. El micelio aéreo esrecto y ramificado y las hifas
ocas ona mente terminan en espira dividida en conidias cilindricas. La alcohol-&cido-resistencia es
variable.

Morfologia en Material Clinico: Se producen granulos en las infecciones por
N.otitidiscaviarum. En las infecciones experimentales en raton, los gréanulos son redondos u
ovalados, dargados o irregulares, de 100 a 300 micrometros de didmetros, no poseen clavas.

Saccharopolyspora hirsuta.( Lacey y Goodfellow)

Apariencia Macroscopica: Las colonias pueden ser delgadas, planas o elevadas,
ligeramente rugosas, incoloras 0 de color crema. Se forman cumulos de micelio aéreo blanco,
particularmente cerca del centro delacolonia.

Algunas cepas producen un exopigmento amarillo.

Apariencia Microscopica: Posee micelio muy filamentoso y ramificado. Algunas hifas se

fragmentan dando bacilos dispuestos en posicion angular. Las hifas aéreas forman largas cadenas
de esporas en forma de rosario, frecuentemente separadas por cortos tramos de hifas "vacias'.
Se producen cadenas de esporas redondas a ovales dentro de una cubierta conspi cuamente velluda.
Los vellos pueden ser curvados o rectos y estan formados en manojos. Las esporas son de 0.7 a 1.3
micrometros por 0.5 a 0.7 micrometros. Las cadenas pueden ser rectas o0 curvas, en espirales,
abiertas 0 en forma de asas.

Rhodococcus rhodochrous (Overbeck) (Gordon 'y Mihm)

Las cepas aqui consideradas como aislamientos de R. rhodochrous han sido estudiadas bajo
diversos nombres cientificos, pero mas comunmente como Nocardia rubra y N. corallina.
Actualmente conforman el género Rhodococcus.

Apariencia Macroscopica: El crecimiento varia de moderado a abundante. Las colonias
son usua mente densas con margenes lisos pero pueden estar acompafiadas por colonias densas con
proyecciones 0 halos de cocos o filamentos o también colonias filamentosas. Ocasionalmente las
colonias densas con méargenes lisos no aparecen. El crecimiento varia desde hiimedo, butiroso y
brillante a opaco, ceroso y fino o tdscamente rugoso. El color varia del beige o crema a naranja,
coral o rosa obscuro. Una pequefia y tenue hifa aérea es producida por algunas cepas y mechones
de filamentos pueden proyectarse hacia arriba en otros. Algunas veces son producidos
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exopigmentos que varian del ambar a café claro.

DIAGRAMA CARACTERISTICO ULTRAESTRUCTURAL
DE CELULAS DE NOCARDIA

Cubierta Externa:
Difusa, Granular o Fibrilar, capa densa de 30 a 60
nm. Fibras retorcidas sombreadas irregularmente.

Mesosomas:
Crecimiento i itopl ico de la

celular, puede ser tubular, lamelar o vesicular.
Relacionada a la divisidn celular.

Area Nuclear:
Fibrillas de ADN de Aproximadamente 3 nm de
grosor, Formando dreas de baja densidad a los
electrones.

————— Ramificacion Celular Lateral:
Crecimiento en forma, tamafio, tiempo de
elongacién y duracién variable dependiendo
de la cepa.

Membrana Citoplasmatica:
Grusor de 7a 10 nm, formada por 3 capas; una central de
aproximadamente 4 nm de grosor y baja densidad a los
electronesy 2 de aproximad 3 nm de grosor
y mayor densidad a los electrones.

Citoplasma.
Vesiculas:

Cuerpos lipidicos de baja densidad a los electrones, al-
gunos cubiertos por una membrana sencilla o doble
con ribosomas unidos a la cara externa.

Pared Celular:
17 a2 20 nm de grosor, con variaciones dependiendo
de la edad del cultivo, Densidad a los electrones
uniforme.

Ribosomas:
Cuerpos de ARN y proteina de aproximadamente
15 nm, densos a los electrones.

Seplo: Granulos de Polilosfato:
Formacion cruzada Densos a los electrones con localizacién polar
de pared celuiar, il aunque alg) son centrales,

Cuerpos metacromaticos.
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Apariencia Microscépica: € micelo primario fragmenta rgpidamente en cocos y bacilos.
Las células, drededor de 3 por 1 micrometro, algunas veces unidas por filamentos semejantes a
plasmodios o capa mucoide. Pueden contener granulos densos a | os electrones con otras estructuras
més difusas. La ramificacion y divison celular también han sido vistas. Algunas cepas son
ligeramente alcohol-&cido-resistentes. El citoplasma de organismos jovenes es comumente
homogéneo pero en ocasiones aparecen areas altamente refractarias. Después de 12 a 32 horas se
desarrollan con apariencia alveolar o de panal. Los granulos metacromaticos se tifien fuertemente
con colorantes basicos de anilinay presenta gldbul os de lipidos.

Microspolyspora brevicatena (Lechevalier, Solotorovsky y McDurmount)

Apariencia Macroscopica: El crecimiento es delgado, de escaso a abundante, ligeramente
rugoso, de incoloro a naranja pdido o amarillo naranja. La superficie es polvorienta con
crecimiento de un area blanca. Puede formarse un pigmento soluble café claro.

Apariencia Microscopica: Largos filamentos ramificados de aproximadamente un (1)
micrometro de diametro son formados en y sobre la superficie del sustrato.

La hifa crece en forma similar en € aire, algunas penetran en el agar como espolones, otras
se agregan en fasciculos unidos a las colonias adyacentes. También se han observado estructuras
globosas formadas por fuertes enrollamientos de las puntas de la hifa aérea 'y que se desenrollan
repentinamente.

Las esporas en cadenas cortas y rectas u onduladas, de 2 a 10 esporas de largo, en cortos
espordéforos son formadas lateralmente en la hifa aéreay vegetativa.

Las esporas son esféricas, oblongas o piriformes, cercanas a 1.5 micrometros de diametro
con una superficie ligeramente verrucosa. La germinacion es de 1 a 3 tubos germinativos.

Durante €l exdmen de micelio intacto no se observa fragmentacion, pero la preparacion de
frotis rompe facilmente e micelio.

Micropolyspora faeni (Cross, Maciver y Lacey)

Apariencia Macroscopica: Las colonias son compactas, convexas, conicas o arrugadas, de
incoloras a color naranja amarillento o amarillo café. El micelio aéreo blanco, es abundante en
algunos medios pero est4 confinado a &reas marginaes o extendido en otras. Algunas veces hay un
exopigmento café.

Apariencia Microscopica: La hifa vegetativa mide de 0.5 a 0.8 micrometros de didmetro,
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ramifica y penetra en el agar. La hifa aérea es de cerca de un (1) micrémetro de didmetro y es
generalmente corta. Forma esporas sésiles en ambas hifas, en cadenas cortas y rectas mayores de 5
esporas de longitud en cadenas laterales 0 10 en cadenas terminales.

L as esporas van de redondas a ovales, con una superficie mas o menoslisa. Sonde 0.7 a1.3
micrometros de largo y algunas veces puede ser visto un pedinculo prominente. EI micelio aparece
no diferenciado y liso.

Algunas cadenas de esporas dan una apariencia de rosario en preparaciones tefiidas, con
areas conspicuas no teflidas entre cada espora. Las esporas intercaadas, clamidosporas o formas
fragmentadas aparecen en microcultivos en portaobjetos.

Faenia rectivirgula (Krassiinikov & Agre) Krassiinikov & Krassilnikov.

Antes Micropolysora rectivirgula y Saccharomonospora viridis (Shuurmans, Olson & San
Clemente) Nonomura O'haray Lechevaier. Nonomuray O'hara asignan Saccharomonospora alas
Nocardiaceae aunque Cross y Goodfellow |a retienen en las Thermonosporaceae a pesar de su tipo
IV de pared celular.

Apariencia Macroscopica: Las colonias son extendidas o finamente arrugadas, de
incoloras a verdes azul obscuro. El micdio aéreo, a menudo abundante, va ddl verde azul grisaceo
al verde grisaceo. Un pigmento verde obscuro o café obscuro soluble puede ser producido.

Apariencia Microscopica: El micelio vegetativo es ramificado y ocasionalmente curvado
en e extremo. No se ha observado fragmentacion. Las esporas formadas sobre € micelio aéreo,
pueden ser sésiles 0 no, pueden presentarse esporoforos cortos, usuamente en forma individual,
pero algunas veces en pares 0 cadenas largas. Las esporoforas presentan una apariencia smilar a

unaespiga.

Las esporas son ovales, de 0.8 a1.4 por 0.6 a 1.1 micrometros con una superficie verrucosa
El micelio no diferenciado con superficie lisa puede también ser visto.

Actinomadura madurae (Vincent) Lechevalier & Lechevdier.

Apariencia Macroscopica: El crecimiento es lento, las colonias son brillantes, esparcidas,
planas o toscamente arrugadas, 0 ceraceas y cerebriformes en e centro con una zona periférica
plana, membranosa, y resistentes a calor; beige, amarillo, rosa o rojo. Gran pigmentacidn en cepas
aidadas recientemente de materia clinico. Abundante micelio aéreo producido por unas pocas
cepas, pero en la mayoria no ha sido visble a smple vista. Algunas cepas producen un
exopigmento café y un poco de exopigmento purpura.

Apariencia Microscépica: Las colonias pobres o densamente filamentosas, con hifas de
0.5 a 1.0 micrometros de diametro ramificadas. Algunas cepas fragmentan en bacilos o cocos. El
micelio aéreo es producido aproximadamente por la mitad de las cepas, pero pocas producen
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ramificaciones lateraes enrolladas, segmentadas en cortas cadenas de esporas. Las esporas poseen
un didmetro de 0.5 a 1.0 micrémetro. Los filamentos son no al cohol-acidos-resi stentes.

Morfologia en Material Clinico: Los granulos son generalmente blancos o amarillentos,
aungue raramente puedan ser rosas o completamente rosados sobre una parte. Generamente de 1 a
5 mm de diametro pero pueden extenderse hasta 10 mm, esféricos angulares con una superficie
parecida a moras o lobulada, a menudo con un borde de hifas extendido 50 micrémetros después de
la masa sdlida del granulo rodeado por material eosinofilico. Facilmente dispersados a una pasta
consistente.

Actinomadura pelletieri (Laveran) Lechevalier y Lechevalier.

Apariencia Macroscopica: Colonias pequefias, crecimiento lento, algunas planas o
toscamente rugosas, diseminadas. Algunas veces descritas como semejantes a migajas de pan, rojas
sobre la superficie del agar. El color varia de incoloro a través del rosa a rojo brillante o rojo
obscuro con un matiz café metdlico. Ocasionalmente, se produce un micelio aéreo corto y un
exopigmento café rojizo.

Apariencia Microscopica: Micelio bien formado con filamentos largos, ramificaciones de
0.5 a 1.0 micrémetros de diametro, no fragmentados. La hifa aérea, cuando es producida, es
irregularmente ramificada. No hay esporas. No es &cido resistente.

Morfologia en Material Clinico: Granulos de 300 a 500 micrémetros de didmetro
irregularmente esféricos u ovales, medianamente resistentes a la presién, tipicamente rojo rubi
brillante, presenta tefiido intenso con hematoxilina. Ninguna hifa margina arededor del granulo,
pero puede haber una zona eosinofilica angosta.

Actinomadura roseoviolacea (Nonomura & O'hara).

Las colonias son rojo opaco o plrpura oscuro, con micelio aéreo rosa amarillento brillante.
La hifa aérea larga acarrea cadenas laterales de esporas usuamente en espirales estrechamente
cerradas formando pseudoesporangios. Las esporas tienen una superficie lisa. Un pigmento soluble
color violeta es producido algunas veces. Las fragmentacion no ha sido observada.

Actinomadura verrucospora (Nonomura& O'hara)

Las colonias son color piel, amarillo brillante o rosa a naranja con blanco, el micelio aéreo
es gris brillante o azul palido. Las cadenas de 5 a 15 esporas, rectas, curvas o en forma de gancho,
se forman sobre € micelio aéreo.

Las esporas tienen una superficie verrucosa caracteristica, y verrugas similares pueden
también ser vistas sobre la hifa aérea. La fragmentacion no hasido observada.

Nocardiopsis dassonvillei (Brocg-Rousseau) Lechevalier y Lechevalier.
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Apariencia Macroscopica: Colonias de crecimiento rapido y ligera o densamente
filamentosas, toscamente rugosas o lisas y amarillentas, amarillo verdosas o café rojizas. El micelio
aéreo a menudo abundante es grisaceo, pero puede estar esparcido en parches blanquecinos o
algunas veces ser invisible a smple vista. Un exopigmento amarillento, amarillo verdoso o café
puede ser producido. Algunas cepas producen cristales de yodo de color purpuraen el medio.

Apariencia Microscépica: Filamentos largos, ramificados fragmentados en bacilos y

cocos. La hifa aérea cortay recta o larga, ramificaday recta o enrollada. Segmenta en cadenas de
esporas que son a menudo separadas por cortas hifas vacias. No &cido resistente.
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CAPITULO 5

TECNICAS PARA EL AISLAMIENTO
Y DIAGNOSTICO DE ACTINOMICETOS PATOGENOS

ESQUEMA 5.1

Rutina para la preparacion de esputo para el islamiento

El Liquido Espinal setrata

Durante 2 minutos

Esputo o
Lavado Bronquial

Sedimentos

de Nocardia y Mycobacterium (Hosty, 1961)

Tratar conNaOH 4%, agitar
durante 10 minutos

Neutralizarlo con HCI 2N y
centrifugar

Se toma una muestra con una pipeta
Pasteur y sesiembraen“B” 0 “C”

A) Frotis: Colorear
con latécnicade
Kinyoun.

B) 2 tubos de medio de
Lowenstein-Jensen.
Incubar a 35°C-37°C.
Observar después de 8
semanas.
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C) 2 tubos de Agar sangre de
100 Ul de Penicilina por
mililitro (Tarshis, 1953).
Observar después de 8
semanes.




ESQUEMA 5.2
FLUJO PARA LA IDENTIFICACION DE LOS ACTINOMICETALES
MAS COMUNMENTE ENCONTRADOS EN MATERIAL CLINICO

A) Bacilos Gram positivos delgados, filamentosos o células pleomérficas (menos de 1 mm de
diametro) a menudo en apariencia de cuentas, de tincion irregular.
Posible seleccion: Corynebacterium sp., Mycobacterium, Nocardia, Actinomyces.

B) Bacilos alcohol-&cido-resistentes, filamentos o células pleomérficas (frecuentemente en forma
de cuentas).

Posible seleccion: Mycobacterium sp., Nocardia sp.
B") No alcohol-4cido-resistentes.

Posible seleccion: Corynebacterium, Nocardia, Actinomyces.
C) Crecimiento Aerdbico.

Posible seleccion: Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia.

C") Crecimiento Anaerdbico.
Actinomyces.

D) Células filamentosas de formas ramificadas que fragmentan a bacilos y cocos cuando crecen en
todos |os medios de laboratorio.

Posible seleccion: Nocardia, Actinomyces.

D") Raramente forman filamentos ramificados en la mayoria de |os medios de |aboratorio (agar
BHI).

Posible seleccion: Mycobacterium, Corynebacterium.
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ESQUEMA 5.3

FLUJO ESQUEMATICO PARA LA IDENTIFICACION DE
MICOBACTERIAS DE IMPORTANCIA CLINICA

A) Muestra de esputo digerida, centrifugar y sembrar en dos series de medios, incubar una serie en

laluz y la segunda en la obscuridad, paraestudio de formacién y tipo de pigmento. El fluido

espina o materia directamente de lesiones que pueden ser sembrados sin digestion previaMedios

comUnmente usados: Lowestein-Jensen, Middlebrook 7H10 o medio olé co de Dubos).

Buen crecimiento en menos de cinco dias
a37°C. Crecimiento rapido (Grupo IV de
Runyon) Contiene principalmente
saprofitos como M. smegmatis, M. phlei,
etc. También M .fortuitum.

Sin crecimiento exuberante cinco
diasa 33°C-37°C.

|laoscuridad

No pigmentan en Crecimiento amarillo o anaranjado

en luz y oscuridad;

escotocromoégenos (Grupo |1 de
Runyon) M.scrofulaceum.

Pigmento amarillo en
luz: fotocromogenos
(Grupo | de Runyon) M.
kansasii (a 37°C).

No pigmentaen la
luz (amarillo no
brillante, anaranjado
0rojo).

células forman €l
factor cuerdaM.
tuberculosis.

Niacina positiva. Las Niacina negativa. Sin cuerdas

serpentinas (Grupo |11 de
Runyon)
M .intracellulare, M. avium.

B) No hay crecimiento en cualquier medio artificial. (Puede crecer en cojinete plantar de ratén,

hamster y en armadillo). M. leprae.
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ESQUEMA 5.4
METODOS PARA LA DEMOSTRACION Y EL AISLAMIENTO DE ACTINOMICETOS

PATOGENOS EN MATERIAL CLINICO

Especime

Pus
Granos
Tejido
Esputo
Lavado

Bronquia
Otros

Transporte répidamente, &
laboratorio, conservar atemperatura
mayor de 10°C, pues Nocardia es

muy sensible a frio.

Examen directo

Cultivo primario

Examen al fresco

Examen
Macroscopico de
los granos

Tejido Hematox-
Eosina

Coloraciones
Gram, Kinyouny
Alcohol-Acido

Agar
Tubo
y placa

Técnicade
cultivo en
parafina
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BHI, Agar
sangre,
Sabouraud y
medios selectivos
a37°C durante
4 semanas o
mas.

— ldentificacion

Morfologia
y pruebas
fisiolégicas

Pruebas

|| quimicas

Inoculacion
en animales

L1 Otras pruebas




ESQUEMA 5.5
ESQUEMA DE IDENTIFICACION DE ACTINOMICETOS AEROBIOS |

Actinomiceto aerobio

Caseina (-)

Caseina (+)

Ver el esquema 5.6

Xantina (+)

Meso-DAP

Micelio aéreo y cadenas de
esporas lactosa (-), lisozima(-) y
sin diagnéstico en e hidrolizado

de azlicares.

N. dassonvillei
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Xantina (-)

L-DAP

Ver € esquemab.7

Streptomyces sp




ESQUEMA 5.6

ESQUEMA DE IDENTIFICACION DE ACTINOMICETOS AEROBIOS |1

Hipoxantina (+)

Caseina(-)
Xantina (-) Xantina (-) Xantina (+)
Hipoxantina (-) Hipoxantina (+)
Urea (+)
Lisozima(+)

N.asteroides
atipica

N. otitidiscaviarum

Tirosina (+)
Filamentos
rudimentarios
cocobacilos sin
micelio aéreo

Rhodococcus
Mycobacterium sp
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Tirosina(-)

N. asteroides
Rhodococcus
Mycobacterium sp
Otros




ESQUEMAS.7
ESQUEMA DE IDENTIFICACION DE ACTINOMICETOS AEROBIOS 111

Caseina (+)
Xantina (-)
Sin DAP L-DAP Meso-DAP
Posiblemente Arabinosa (-) Otros Urea (+) Urea(-)
Oerskovia Inositol (-) resultados Lisozima (+) Lisozima (-)
turbata Lactosa(-) Tirosina (+)
Manitol (-)
Xilosa(-)
Streptqmyges Streptomyces sp Nogqrdla}
solamiensis brasiliensis
Madurosaen €
hidrolizado no posee
esporas o tiene cadenas
de esporas en Micelio Xilosaen €
hidrolizado
Esculina(+ 6 -) Esculina (+) s
Arabinosa (-) Arabinosa (+) S naglgoel 10
Galactosa (-) Galactosa(+6-)
Inositol (-) Inositol (+)
Lactosa (-) Lactosa (+ 6 -) Micromonospora s
Ramnosa (-) Ramnosa (+) P P
Xilosa(-) Xilosa (+)
A. pelletieri A. madurae
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ESQUEMA 5.8
ESQUEMA SIMPLIFICADO PARA LA IDENTIFICACION DE ACTINOMICETOS*

Caseina(-) Caseina (-) Caseina (+) Caseina (+)
Xantina (+) Xantina (-) Xantina (-) Xantina (+)
Urea (+) Urea(+) o (-) Urea(+) o (-)
Nocardia Nocardia L)é\rg?jgﬁ) LXS‘Z&)
otitidiscaviarum asteroides Resistencia (+) Resistencia (-)
A. madurae
Streptomyces sp
N.brasiliensi S. somaliensis
A. pelletieri
Otras
L-DAP meso-DAP
Strept Puede ser
reptomyces N.dassonvillei

* Cultivo aidlado con:
a) Micdio bien formado, ramificado con o sin micelio aéreo
b) Sin esporas o esporas formando cadenas en e micelio aéreo.
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TABLASL.1
CARACTERiSTICA§ PARA DIAGNOSTICO Y DIFERENCIACION ENTRE
ORGANISMOS DE LOS GENEROS Mycobacterium, Rhodococcus, Nocardia y Actinomadura

CARACTERISTICAS Mycobacterium | Rhodococcus Nocardia Actinomadura

Produccion macroscépicade

: A ; - - + +
hifa, aéreaevidente
Crecimiento a10°C - + V (2%+) -
Descomposicion de Tirosina - \% \% +
[-Lactamasa \% - \% -
Sensibilidad ala Penicilina - + V (2%+) +
Tipo de pared celular v v v [l
Acido micdlico + - - -
Acido nocardiomicolico
Tipo A - v * )

. - v - -
TipoB
Hidrdlisis de caseina - - Vv +
Lisozima + + - +
Contenido de G + C del ADN 64 — 70% 51 — 68% 64.4 67 % *kk

+ = 90-100%+; V = 11-89% (Bradley, 1971; Lechevalier et al., 1971; Wayney Cross, 1968).
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TABLAS.2

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS Y FISIOLOGICAS UTILES PARA LA DETERMINACION DE
Nocardia, Actinomadura, Streptomyces, Dermatophilus, Actinomyces y Corynebacterium.

8. Leche Tornasolada
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16. Tipo de Pared Celular

1 6 7 10| 11 |12|13|14|15]| 16
1) N. asteroides nr - - + | - - -l - - - ]IV
2) N. brasiliensis nr + | + + - + + | + - -l |+ - IV
3) N otitidis- N A I N ) ) ) N ooy
caviarum
4) N. farcinica nr| + |+ | + - - - - + - + |+ - -1]-1IV
5) N. rubra nr + |+ + + + - + |+ -+ -] -V
6) A. madurae nrojnr| + |+ - S I (R A S O N A S R
7) A. pelletieri nrjnr| + | + - - + + + | - - -l - - -m
8) S. somaliensis nr|nr|+ | + - + + + + | - - S
9) D. congolensis nrjnr|+ | - + + + + + |- - |- -1+1]-1m
10) A. Israeli nr| - | + + - nr nr + + + - -+ -+
11) A. nueslundii nr| - |+ | + - nro| nr + + |+ - -+ - ||l
12) C. diphteriae nr + |+ - nro|onr - + | - - -l - -] -]V
13) C. haemolyticum | nr | + | + | + - nr| nr - + (| nrjnr|+|nr|+ IV
14) C. pseudo-

. . + |+ | + + - + | - - I
diphtheriticum r ar-nr v
15) C. xerose |+ |+ |+ - nro | onr - + |- - | -l+]-1-1]lv
16) C. hofmanii nro| o+ |+ | + + | nr | nr - R T e e LY
17) C. ulcerans nr| + | + + + nr nr - + + - I N 1Y
18) C.equi nr|+ |+ + + nr | onr - - - - N A N LY
19) C. acuaticum |+ |+ |+ + | nr | nr - - -] - N Y,
20) C. acnes nro|o- | - - + nr|onro| 4+ + |+ ] - -+ -] - ]IV

Nr = No redlizado

1. Produce Niacina 9.Glucosa

2. Reduce Telurito 10. Manitol

3. Crecimientoen B.H.I. 11. Ramnosa
4. Crecimiento en Sabourand 12. Sorhitol

5. Ureasa 13. Sacarosa
6. Utilizacién de Almidon 14. Galactosa
7. Digestion de Caseina 15. Arabinosa




i TABLA 5.3
CARACTERISTICAS QUE DISTINGUEN CEPAS DE Nocardiae
EN EL MEDIO DE SCHAAL (1974)
N.asteroides
N.brasiliensis | N.otitidiscaviarum
A B
Ramnosa (C) - + - -
Etanol (C) - + - -
1,2 Propilen-Glicol (C) - + - -
2, 3Butilen-Glical (C) - + - -
Manitol (C) - - + +
Sorbital (C) - - - d
Inositol (C) - - d +
Citrato (C) d - + -
Propionato (C) + + + +
Gluconato (C) + - + -
L-Serina (C,N) - - + +
Gelatina(N,C) - - + -
Hipoxantina (H) - - + +
Xantina (H) - - - +
Tirosina (H) - - + -
Caseina (H) - - + -

L as cepas de N.asteroides Subgrupos A y B se distinguen por:

Sensibilidad ala gentamicina (10 ug/ml) y su habilidad para crecer en acohol isoamilico,
3,3-butilen-glicol, glutamato, 1,2-propilen-glicol y ramnosa como fuente Unica de carbono.

©)= Fuente de Carbono
(CN) = Fuente de Carbono y Nitrégeno
(H) = Hidrdlisis

(d)= dudoso
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TABLAS4

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE LAS ESPECIES DEL GENERO Actinomyces
Y BACTERIAS RELACIONADAS

Caracteristicas 1|2 3 4 | 5 6 7 8 9 |10 11 | 12
Céulas cocobacilares d | - - D | - + - - - d d d
Microcolonias filamentosas d | + D D|d - d nr + - d +
Crec. agrobico (sn COy) -|d| D |D|+ ]|+ |d]| nr|n]| - + | +
Catalasa - - - - + - - + + - - -
Reduccién de nitrato - | d + + | d - + nr - - + -
Reduccion de nitrito - - D - - - - nr|nr| - | nr|nr
Hidrdlisis de:
Caseina - - - - - + | nr | nr | nr| - nr | d
Esculina d | + + D| d - + nr + - n | +
Gdatina - - - - - + | nr| nr | nr| - - d
Almidon + | d D D| d d|n | n | nr| - nr | +
ADN + - D - + | nr nr nr| - nr | nr
Produccion de Amoniaco:
Arginina - + | D - d - || nor {nr| - | nr| -
Urea - - + - d - nr| nr - d | nr| -
Produccion de Indol de:
Vadinaarilamidasa - - - - - - - nr| nr| + | nr|nr
Fosfoamidasa - d d | D - - + | nr | nr - nr| nr
- galactosidasa - |+ ] d - d|d |+ |nr|n | - |n|nr
o- glucosidasa - |+ | d - d - + | nr | nr | + | nr|onr
N-acetil-glucosamidasa + | - - - - + - |nr|n | - | nr|nr
Produccion de acido de:
Amigdaina - |+ ] d - - - - - nr | d | nr|onr
Arabinosa - d - D - d - d - d - +
Celobiosa - + d - - d - - + - nr | d
Glucosa + + + + + + + + + + + +
Meso-inositol d | + + - d d d - - - + -
Manitol - d - - - - d - - - d +
Rafinosa - + + - + - + + + - + d
Ramnosa - d - D - - - - - - - +
Treaosa - d + | D | d d - d + - + d
Xilosa - + d D - d - d + + - d
p-Hemalisis en sangre de d| -| -|D| -]+ | |nor|nr|n|nr|nr
Carnero

nr= No Redlizado

1. A. bovis 2. A. israelii 3. A. naeslundii

4. A. odontolyticus 5. A. viscosus 6. A. pyogenes

7. A. denticoleus 8. A. hamellii 9. A. hordeovulneris

10. A. meyeri 11. A. suis 12. A. humiferus
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TABLASS5

PROPIEDADES DIFERENCIALES ENTRE LOS ORGANISMOS DE LOS GENEROS

NOCARDIOFORMES

Caracteristicas 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Marcada Fragmentacion del
Micelio en cultivos vigjos A *a ] T2 7 R " d
Produccién de Micelio aéreo + + + + + - + + -
Formacion de Conidias +5 - + +5 + - - + -
Produccién de elementos i i i i i N i i i
matiles 4
Aerobios Estrictos + + + + + - + + +
Anaerobios Facultativos - - - - - + - - -
Tipo de Pared Celular v v v v v AV v | |
Presencia de Acidos N N ] ] ] ] ] ] ]
Micolicos 5 5
Tipo de Fosfolipidos Pl Pl PIlL | PIII | PIHT | PV PV Pl PIV
MOL % G+ C del DNA 64-72|63-72| nr | 77 | 79 |70-75|70-75|66-69| 70

1) Tomado de H. A. Lechevalier de Manual de Bacteriologia Sistematica, (1986), V. 2, pp. 1458,
ed. P. H. A. Sneath y Cal. William & Wilkins Batimore, EE. UU. 2) Algunas cepas no latienen. 3)
Escaso. 4) Algunas cepas no son moviles. 5) Acidos Nocardomicdlicos.

d = dudoso

1. Nocardia

2. Rhodococcus

3. Micropolyspora

4. Saccharopolyspora
5. Pseudonocardia

6. Oerskovia

7. Promicromonospora
8. Nocardioides

9. Intrasporangium

(+) = positivo

() = negativo
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Esquema 5.9 Marcha de identificacién de algunos géneros de actinomicetos patégenos
MEeETopo be CuLTIvo EN LAMINA RECUBIERTA

coN PARAFINA sEGUN OLLAR

El cultivo en ldmina de parafina se basa en el principio de que los microorganismos

“parafinofilicos’ utilizan la parafina como fuente Unica de carbono cuando cultivadas en un
medio basal de sales ta como lo es el cado de Czapek, el cual esta desprovisto de cualquier
forma de fuente de carbono. La l&mina recubierta con parafina o ”cultivo en lamina’ sirve ésta
como base'y como la tnica fuente de carbono en este sistema de cultivo.
Los microorganismos parafinofilicos tienen un tropismo por la parafina y que en los
microorganismos no-motiles tales como los bacilos no-tuberculosos o micobacterias MOTT y
Nocardia son llevados hacia la parafina (Unica fuente de carbono) a través del movimiento
Browniano. Los microorganismos que se unen a la parafina inician en la misma su proceso de
crecimiento, en estas condiciones, estos organismos no tienen a su disposicion todos los
componentes necesarios para realizar su ciclo celular de crecimiento, contando Unicamente con
la parafina como Unica fuente de carbono.

Esta técnica de cultivo en lamina recubierta de parafina es en realidad una técnica
“bifdsica’ compuesta de una fase liquida (Caldo Czapek) y otra solida (I&mina recubierta de
parafina). Cuando se da € crecimiento en la superficie de la l&amina éste se observa como puntos
0 manchas presentes en la superficie de la lamina recubierta con parafina'y también puede verse
como grumos de crecimento a la altura del menisco de la supercifie del caldo; en algunos casos
puede observarse la presencia de pigmentos.

Ollar, (1979) recientemente desarroll6 un Kit comercialmente conocido como:

INFECTECH IDENTI KIT ™ con €l cual se pueden realizar coloraciones para acohol écido
resistencia, asi como se pueden realizar algunas pruebas para determinar especies de
mycobacterium o de Nocardia, asi como también técnicas de GEN-PROBE para hibridizacion;
asi mismo se puede utilizar para aislamiento de micobacterias 0 nocardias de muestras clinicas
tales como: sangre, heces o esputo, también se pueden redizar técnicas para determinar
sensibilidad alos antibidticos.
Todas estas pruebas se pueden aplicar para organismos parafinofilicos. Para mayor informacion
sobre este Kit de diagndstico puede usted escribir a Infectech Inc. 87. Stambaungh Av. Suite # 2
Sharon, Pa. 16146. USA o comunicarse a traveés de los e-mail: rao48@yahoo.com o
raollar @pikeonline.net .

CuLTivo EN LAMINA RECUBIERTA cON PARAFINA (OLLAR, 1976)
Esta técnica combina:

a) Lahabilidad de mycobacterium o de Nocardia de utilizar la parafina como fuente Unica
de carbono, 10 que permite su aislamiento, tanto de muestras clinicas como del medio
ambiente (suelos, etc.)

b) Lacoloracion “in situ” con técnicas para a cohol-acido-resi stente.

c) Laobservacion del crecimiento en portaobjetos.
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d) Lareadlizacion de diversas pruebas para caracterizacion y especiacion.
Cultivo:
Resuspender la muestra en agua destilada en un tubo con perlas de vidrio y
homogenizarlo. Tomar 1 ml y diluirlo a 10 2. Después se siembra 1 ml de esta dilucién en medio
Czapek (sin carbohidratos).

Portaobjetos cubiertos de Parafina:

L os portaobjetos se cortan ala mitad, de modo que queden aproximadamente de 10 x 75
mm, se colocan en un tubo y se esterilizan. En cagjas de Petri grandes se colocan tubos en vidrio
(en forma de “u”) y se esterilizan. Parafina de uso en histologia, se coloca en tubos y se
esterilizan.

Las cgjas de Petri ya estériles se colocan sobre una platina caliente y se agrega la parafina
fundida hasta que cubra el tubo de vidrio. El limite de la superficie de la parafina debera cubrir €l
portaobjetos cuando se coloque. Los portaobjetos cortados y estériles se pasan por la llama del
mechero de Bunsen y se colocan sobre el soporte en forma de “u” de la caja de Petri, de modo
que la parafina fundida cubra la superficie del portaobjetos. Se deja durante un (1) minuto y se
retira, degjando caer el exceso de parafina del portaobjetos, manteniéndolo en formavertical. Esta
operacion se hace rapidamente y de inmediato se coloca el portaobjetos en el tubo estéril donde
originalmente estaba. Cuando los portaobjetos estan listos, se toma €l tubo que los contiene, se
pasa varias veces por la [lama para aflojar los excesos de parafina y retirar con facilidad los
portaobjetos.

Se retira €l portaobjetos y se transfiere al medio Czapek previamente inoculado. Se
incuba a 32°C ¢ 37°C el tiempo deseado, después del cua se observa el crecimiento sobre la
superficie del portaobjetos cubierto con parafina.

Al haber crecimento en |os portaobjetos estos son retirados del medio liquido y se llevan
por pasos sucesivos en tubos (3) que contiene solucion fisiol 6gica estéril.

Del portaobjetos se retiran algunas colonias que se transfieren a medio de Lowestein-
Jensen. El resto del crecimiento es fijado en formalina al 10% en buffer fosfato 0.06 M durante
30 a 60 minutos.

Enseguida se lava con agua destilada estéril. El portaobjetos, puede entonces, ser tefiido
con fucsina segiin Kinyoun.

Para mejorar la visibilidad y transparencia del material, se recomienda desparafinar €

portaobjetos con cultivo. Se utiliza una mezcla de trementina y aceite de parafina 2:1 (v/v) y
posteriormente se lava con éter de petroleo y agua destilada. Se seca.
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Especies Conocipas bE MicoBacTERIAS Y NOCARDIAS
coMo MICROORGANISMOS PARAFINOFILICOS O NO-PARAFINOFILICOS

ORGANISMO CAPACIDAD PARAFINOFILICA

. tuberculosis -

. bovis .

. africanum -

. microti +/-

. paratuberculosis

. leprae

avium

.intracellulare

. scrofulaceum

. kansasii

. Smegmatis

chelonel

. fortuitum

. Xenopii

. marinum

. phlel

. nonchromogenicum

. paraffinicum

. asteroides

. brasiliensis

. caviae (N. otitidiscaviarum)

F |||

ZZZZ 2T EEEEE

. farcinica
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CAPITULO 6

CITOQUIMICA DE ACTINOMICETOS

La quimiotaxonomia es € estudio de la variacién quimica de los organismos vivos y usa
estas caracteristicas paralaidentificacion y clasificacion de los mismos.

Se puede decir, que este procedimiento no es nuevo, puesto que la mayoria de las
clasificaciones bacterianas estén basadas en caracteristicas quimicas. Asi podemos decir que los
rasgos morfolégicos estén influenciados por la composicion de la pared celular, e color de una
colonia es un reflgo de la produccion de metabolitos coloridos; sih mencionar que las relaciones
seroldgicas y de hibridacion de acidos nucléicos estan basados en un andlisis fundamentalmente
quimico.

Otra forma de definir a la quimiotaxonomia es comparable al establecimiento de la
distribucion que existe de las macromoléculas y otros componentes celulares especificos
(aminoé&cidos, azucares, lipidos, etc.) y que pueden ser usados con fines de identificacion.

Inicialmente, muchos de | os caracteres quimicos usados eran subproductos del metabolismo
y no fue sino hasta e advenimiento de técnicas cromatogréficas muy sensibles que la
quimiotaxonomia se hizo parte integral del arsenal diagndstico. De lamismaforma, el desarrollo de
las técnicas electroforéticas y de transferencia de proteinas permitié € establecimiento de
procedimientos inmunoldgicos que hicieron posible la comparacion de proteinas de diferentes
mi croorgani Smos.

Aunque los métodos quimicos varian en velocidad y facilidad de aplicacion y pueden
proporcionar datos importantes para la identificacion de microorganismos, es necesario decidir
cuidadosamente su aplicacion con un tipo determinado de bacteria ya que de esta seleccion
dependera e éxito de la clasificacion que se intente establ ecer.

Es importante tener en mente que aun los mejores métodos quimiotaxondmicos pueden
parecer inGtiles s las cepas de referencia estdn mal clasificadas 0 no son cultivos puros. Una buena
estrategia para eliminar estos errores ha sido € evaluar, mediante técnicas de taxonomia numérica,
los resultados obtenidos a aplicar una técnica quimica en particular.

Se ha visto que @ mismo marcador quimico puede tener diferente valor taxonémico
dependiendo de |as especies que se estén tratando de estudiar.

Por g.emplo, lacomposicion de las menaguinonasy € patron de lipidos polares es poco Util
en la taxonomia de Bacillus y Staphylococcus, aungue son de capital importancia en la taxonomia
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de los actinomi cetal es-actinomi cetos.

TABLA 6.1 TIPOS DE PARED CELULAR EN ALGUNOS ACTINOMICETOS

Tino Aminoécido Otras Tipo de Género Tivo
P diaminado caracteristicas peptidoglicana b
| L-DAP Glicina A3y Streptomyces
Intrasporangium
m-DAP o - Actinoplanes
. OH-DAP Glicina Aly Micromonospora
A.madurae,
Il m-DAP Madurosa Aly Dermatophilus,
Microbispora
Corynebacterium
Arabinosa Mycrobacterium
IV m-DAP Galactosa Aly Nocardia
Rhodococcus
v Lisina Ornl ti na Ado Act_lnom)_/_ces
Glutdmico israelii
Galactosa
Lisina Aspa_rt|co Ada Oerskovia turbata
Serina
VI .
Treonina
Ornitina Aspa,rtl €0, A4pB Cellulomonas
Glutdmico
VI DAB Glicina B2a Agromyces
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TABLA 6.2 CLASIFICACION DE PEPTIDOGLICANAS

Posicion del Puente

Péptido del Puente

Aminoéacido en posicion 3

a L-lisna
1.- Ninguno B L-ornitina
y m- DAP
) ) _ 2.- Sub-unidades polimerizadas o L-lisina
Peptidoglicanatipo A:
3.- Oligopéptidos de L- a L-lisna
Puente entre las posiciones aminoécidos monocarboxilicos o B L-ornitina
3y 4 de dos cadenas vecinas. deglicina v L-DAP
o L-lisna
4.- Contiene un aminoécido B L-ornitina
dicarboxilico v m-DAP
5 L-DAB
o L-lisina
o N i : i B L-homoserina
Peptidoglicana Tipo B: 1.- Contiene un L-aminoécido v L-glutamico
- d L-aanina
Puente entre las posiciones 2y 4 —
de dos cadenas vecinas. o L- ornitina
2.- Contiene un D-aminoécido 3 L-homoserina
v L-DAB

Fuente: Schleifer y Kandler 1972; modificada por Rogers et al. 1980.
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TABLA 6.3 PATRONES DE FOSFOLIPIDOS EN ACTINOMICETOS

N°. dePatrén | PIM PI PC PG PE PME | GIuNU | APG DPG
III + + ) Vv _;_ - - \Y; \Y
Il ¥ " ¥ M Y, ) ] v v
Y \ + ) \Y Vv + - \Y \

? + - V + - +

M ? + ) + v - + \Y; +

PIM = Fosfatidil inositol mannosido

PI = Fodfatidil inositol

PC = Fosfatidil colina

PG = Fosfatidil glicerol

PE = Fosfatidil etanolamina

PME = Fosfatidil metiletanolamina

GIuNU = Fosfolipido con glucosamina desconocida

APG = Acil fosfatidil glicerol

DPG = Difosfatidil glicerol

Los fosfolipidos (tiles para diagnéstico estan sefialados con negritas.

TABLA 6.4 FOSFOLIPIDOS DE DIAGNOSTICO

N°. de patron de Fosfolipidos Fosfolipidos de Diagnéstico

Fosfolipido Insaturado
Fosfatiletanolamina

" Fosfatidil colina

v
GluNU y Fosfatidilglicerol

GluNu Fosfolipidos con glucosamina desconocida
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TABLA 6.5
PRINCIPALES COMPONENTES DE LA PARED CELULAR
(Excluyendo lipidos)

Tipode

Principal es congtituyentes

%

Grupos Género encontrados en pared G+C
Pared | Peptidoglicana | Ac. muramico | Azlcares Otros
Actinomyces V,VI | Ada, Adp ASa ND ND Ac. Aspértico 57-69
Agromyces VIl B2y ND ND Glicina 71-77
Arachnia I A3y ND Gaactosa Glicina 63-65
Arcanobacterium VI AS5a ND Rhamnosa 48-52
Arthrobacter VI A3a Acetil Galactosa - 59-70
Ac. Agpartico
Aureobacterium VIl B2 Acetil ND Gllllct')na 65-76
Brevibacterium Il Aly Actil Galactosa . 60-67
Glicerol
Glucosa | ¢ reicsico
Cellulomonas VIl A4B ND Rhamnosa ' 71-76
. .| Clavibacter VI B2y ND ND 68-75
Ainobactenas | o - opacterium VIl B2 Acetil Galactosa 6875
Dermatophilus Il Aly ND Madurosa M-DAP 57-59
Mycrobacterium VI Bla Glicalil Gaactosa . 69-75
Glicina
Rhamnosa
Micrococcus VI A3a Acetil ND 64-75
Oerskovia VI Ada Acetil Gaactosa 70-75
Pimelobacter I A3y ND ND ND 69-74
Promicromonospora VI Ada ND Glucosa Ac. Aspértico 53-54
Renibacterium Vi ND ND Fructosa o 70-75
Rothia Vi A3 ND Galactosa Glicina 54-57
Ribitol
Glucosa
Stomatoccus VI A3 a ND ND 54-60
Actinoplanes 72-73
Ampullariella 72-73
. Catellatospora _— Arabinosa - 71-72
Actinoplanetas Dactylosporangium I Aly Glicalil Xilosa Glicina 71-73
Micromonospora 71-73
Pilimelia ND
| Frankia 1 ND ND Madurosa | e pap | 6671
Esporangios Fucosa
multiloculados | Geodermatophilus m Aly ND Madurosa Meso-DAP 73.76
Xilosa
Caseobacter ND 65-67
v Arabinosa
Corynebacterium Acetil Galactosa 51-63
Nocardioformes | Mycobacterum Aly Glicalil Meso-DAP 62-69
Nocardia Glicalil Arabinosa 64-72
VI Gaactosa
Rhodococcus Glicalil 63-72
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TABLAG6.5

PRINCIPALES COMPONENTES DE LA PARED CELULAR
(Continuacién)

Principal es congtituyentes

Grupos Género Tipo de encontrados en Pared G‘Jio c
Pared | Peptidoglicana | Ac.muramico | AzUcares Otros
Intrasporangium ND ND
Kineosporia ND Glicina ND
Estreptomicetos | Spirichthya A3y ND ND LL-DAP ND
Streptomyces Acetil 69-78
Streptoverticillium ND 69-73
Actinomadura pusillla 64-69
Grupo
Microbispora 67-74
Maduromicetos Microtetraspora glauca m Aly Actil Madurosa Meso-DAP 66
Grupo Fucosa
Planobispora 70-71
Planomonospora 72
Streptosporangium 69-71
Nocardioides | Nocardioides Aly ND Arabinosa ND ND
Galactosa
Actinomadura madurae 66-69
Grupo
Actynosynnema Madurosa Meso-DAP 71-73
Thermomo- | Microtetraspora viridis 67
nosporas Nocardipsis i ND ND 64-69
Saccharothrix ND Meso-DAP 70-76
Streptoalloteichus ND
Thermomonospora ND
Actinopolyspora 64
Amycolata 68-72
Amycolatopsis 66-69
Micropolispora | Faenia (Micropolyspora Arabinosa 66-71
pg A Kibdelo(sporaan)]iu)r/np | Aly ND Gaactosa | EOPAP 66
Pseudonocardia 79
Saccharomonospora 69-74
Saccharopolyspora 77
Glycomyces I ND Arabinosa, 71-73
ND Xilosa
Otros Géneros | Kitasatosporia [, 1 ND ND Meso-DAP 66-73
Spirillospora 11 Aly Madurosa 69-71
Thermoactinomyces 1l Aly ND 53-55

* Todas |as preparaciones de pared contienen cantidades importantes de alanina, &cido glutédmico, glucosaminay écido murédmico; DAB
(Acido diaminobutirico) y DAP (Acido diaminopimélico).
ND, No Determinado.
Tablatomada de: The Biology of the Actinomycetes; Edited by M. Goodfellow, M. Mordarski, S.T. Williams., Academic Press, 1984,

pp.14-17.
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Acidos micdlicos

, Acidos No. De Menaquinona Fosfolipido de
Grupos Género No. de Fragmentos . L
Grasos dobles o Predominante Diagnéstico
Carbonos depirdliss
enlaces
Actinomyces su,©c | - | | MK-10 (Hz, Ha) PC, PG, PIM
Agromyces SLA | - | | MK-11, 12, 13 DPG, PG
Arachnia su | | - MK-9 (Ha) PG
Arcanobacterium SU | e e e MK-9 (Hy) ND
Arthrobacter SULA | = | | MK-9 (H,) DPG, PG, PI
Aureobacterium SILA | e | e | e MK-11,12 PG
Brevibacterium SULA | = | | MK-8 (Hy) PG, Pl, PIM
Cellulomonas SLA | | e MK-9 (Hz) P, PIM
) ) Clavibacter SLA | - | e - MK-9, 10 PG
Actinobacterias .
Curtobacterium SUILA | - | e | MK-9 PG, PI,PIM
Dermatophilus suU | e e MK-8 (Hz) Pl, PIM (APG, PG)
Microbacterium ND | | | MK-10, 11 DPG, PG
Micrococcus | | e | e | e
Oerskovia SLA | e e e MK-9 (Ha) PG, PI, PIM, (APG, PE)
Pimelobacter SULA | = | | MK-8 (Hz) PG,PE
Promicromonospora | S, I,LA | - | - | - MK-9 (Ha) PG, PI, PIM, (APG, PE)
Renibacterium SILA | e | e | e MK-9 DPG
Rothia SLAU) | - | | MK-7 DPG, PG
Stomatoccus ND | e e e ND PG
. MK-9,10 (H,)
Actinoplanes SLAU) | - | | PE, PI, PIM, (APG)
) MK-9 (H,), 10
Ampullariella ND | | | (Ho) PE, PI, (PIM)
) Catellatospora ND | | e s PE, PI
Actinoplanetas . MK-9 (Hy He, Hs)
Dactylosporangium ND | | e PE
. MK-9 (H,), 10
Micromonospora ND | | - (Ho) PE
Pilimelia SLAU) | e | e | e s PE
MK-9 (H,, Ha)
Esporangios Frankia SO R T ND PG
Multillobulado | Geodermatophilus ND | e e e ND PE, PI, (APG, PG)
Caseobacter SSUT 30-36 0-2 14:0—-18.0 | MK-9(Hy) ND
Cobynebacterium S U, (T) 22-38 0-2 80-18:0 |MK-9(Hy) P, PIM
(14:1-18:1)
Nocardioformes | Mycobacterium SSUT 60-90 1-2 22:0-26:.0 | MK-9(Hy) ND
Nocardia SUT 46-60 0-3 12:0-180 | MK-8(H4),9H,) | PE, P, PIM
16:1-18:0
Rhodococcus SUT 36-66 0-4 12:0-18:0 | MK-8(Hy),9H,) | ND
Intresporangium sum | - | | MK-8 PG
Kineosporia ND | - | e | - MK-9 (Ha) PC, PI, PME
Estreptomicetos | Sporichthya SULAT | —— | = | - MK-9 (Hg, Hg) ND
Streptomyces su | - | | MK-9 (Hg, Hg) PE (PI)
Streptoverticillium SV e e e MK-9 (Hg, Hg) PE, (PIM)




6.6
LIPIDOS DE ACTINOMICETOS

(Continuacion)
Acidos micdlicos
Grupos Género Acidos . Menaqgi nona Fo;foll’pi dp de
Grasos No.de | NO-de | Fragmentos | predominante Diagnéstico
dobles de
Carbonos o
enlaces | pirdlisis
Actinomadurapusilla | S, U, T,(ILA) | - | - | - MK-9 (Ho, Hz, Hy) | PI, PIM
Grupo Microbispora SULAT | —— | = | MK-9 (Ha), 10 (Hg) | PE
Maduromicetos MicrOtEtfaSPO_ra glauca | S U, T(,A) | - | -— | - MK-9 (Ho, Hz, Hy) | PI, PIM
Grupo Planobispora SULAT | - | —— | - MK-9 (Hz, Hs) PE, P, PIM
Planomonospora SULAT | = | = | - MK-8 (Hy) PE, PI, PIM
Streptosporangium SUILAT | - | = | - MK-9 (Hq) PE, PI, (PIM)
Nocardioides Nocardioides SULAT | - | — | e MK-8 (Hz) APG, PG, PI, (PIM)
Actinomadura madurae | S, U, T,(I,A) | - | - | - MK-9 (Hz) PE
Grupo
Actynosynnema ND | e e | MK-9 (H,),10 (Hs) | PE, PI, PIM, (APG, PG)
Microtetraspora viridis | S,U,I,A,T | - | - | - MK-9 (Hz) PG
Thermomonosporas .
Nocardiopsis SULAT | - | -— | - MK-10 (Hz Ha Hs) | APG, PC, PG, (PIM)
Saccharothrix ND | - | e | e MK-9 (H,), 10 (Hs) | PE, PG
Streptoalloteichus ND | e | e | e MK-9 (Hg), 10 (Hs) | ND
Thermomonospora SLA | | e | e MK-10 (Hg) ND
Actinopolyspora
Amycolata | | T | T | 7T
Amycolatopsis | | | T | 77
Faenia | | 7 0 T 7
Micropolispora | (Micropolyspora) siLA | T | T T MK-9 (H,) PC, PG
Kibdelosporangium | | T | T | 77
Pseudonocardia | | | | 77
Saccharomonospora | | | T | 7T
Saccharopolyspora | | T | 77 | 7T
Glycomyces | | e | e |
. Kitasatosporia | | - | o |
Otros Géneros .
Spirillospora | | | e |
Thermoactinomyces | | e | e | e

* Todas |as preparaciones de pared contienen cantidades importantes de alanina, &cido glutamico, glucosaminay &cido murédmico, DAB (Acido
diaminobutirico) y DAP (Acido diaminopimdico).

ND, No Determinado.

Tablatomadade: The Biology of the Actinomycetes; Edited by M. Goodfellow, M. Mordarski, S.T, Williams, Academis Press, 1984, pp. 14-17

S = Acidos grasos saturado DGP = Difosgatidilglicerol

PE = Fosfatidiletanolamina PG = Fosfatidilglicerol

V = Acidos grasos insaturados APG = Acilfasfatidilglicerol

| = Acidos grasosisdmero iso ND = No Determinada

A = Acidos grasosisomero anteiso T = Acido tubercul oestedrico

Pl = Fosfatidilinositol PIM = Fosfatidilinositolmonosido
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ANALISIS CELULAR TOTAL DE ACTINOMICETOS

La pared celular de los actinomicetos, asi como la de otras bacterias, contiene una capa de
mureina (mucopéptido) (Avery y Blank, 1954; Romano y Sohler, 1956; Cumminsy Harris, 1958).
Cecil Cummins subray en numerosas publicaciones que |os constituyentes méas importantes de las
preparaciones de pared celular pueden ser usados como criterio de valor taxondmico.

Si se calculan juntos los resultados obtenidos por varios investigadores, se notara que varios
actinomicetos se encuentran dentro de los 9 tipos de pared celular, sefialados en latabla 6.1.

El proceso por e cual la biomasa y las preparaciones de pared celular son obtenidas
presentan ciertas dificultades técnicas, ya que requieren la instrumentacion especial para romper
células microbianas. Afortunadamente, en € caso de los actinomicetos, ha sido posible determinar
cepas pertenecientes a un tipo de pared celular, sin lalabor de hacer prepaciones de ésta.

L os actinomicetos con pared celular del tipo | contienen grandes cantidades de L-isomeros
de &cido 2,6 diaminopiméico que pueden ser fécilmente reconocidas por una muestra de
cromatografia en papel de hidrolizados de células totales. (Becker et a, 1964). La presencia de
grandes cantidades de meso-DAP o D-DAP puede ser reconocida por € mismo método. Un
organismo conteniendo meso-DAP podria tener paredes celulares de tipo |1, 11, IV o de tipo
Micoplana. Estas Micoplanas son Gram negativas y este tipo de organismo puede ser féacilmente
reconocido.

La presencia de azlcares de diagnostico en hidrolizados de células totales, conduce a
reconocimiento de pared celular detipo Il y IV y también permite una separacién de Actinomicetos
con paredes celulares de tipo Il dentro de 2 grupos dependiendo de la presencia o ausencia de
madurosa (Tabla6.1).

1. Métodos usados en Medios de Cultivo

Los actinomicetos pueden crecer tanto en medio liquido como en sdlido. Es preferible €
uso de cultivos en medios liquidos, ya que € agar puede ser hidrolizado y dar productos de
descomposicién, tales como deoxiga actosay algunos de estos tienen casi el mismo valor de Rf que
lamadurosa.

Varios actinomicetos crecen bien en un medio de extracto de levadura-glucosa (YD): 10g
de extracto de levadura, 10g de glucosa comercid, 1 1. de agua, pH arededor del neutro (gjustar a
pH de 7.2 antes de esterilizar).

Muchos organismos exigentes generalmente crecen en BHI o en medio de triptona o soya
tripticasa.

Los organismos aerdbicos se cultivan en matraces Erlenmeyer. Los anaerdbicos
generamente daran crecimiento satisfactorio en cultivos liquidos estaticos con un minimo de 15
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cm de profundidad. De cada organismo puede ser cultivado para obtener un minimo de 60 mg
(peso seco) de cdlulas. De esto 10 mg son necesarios para la determinacion de DAP y 50 mg para
andlisis de azlicares.

2. Cosecha y Secado de Células

L os actinomicetos que forman un micelio sdlido, como muchos estreptomicetos, pueden ser
cosechados por filtracion en papd. Otros Actinomicetos pueden también ser cosechados por
centrifugacion, (6.000 a 10.000 rpm por 10 minutos).

Después se lavan con agua (este paso puede ser omitido) y se centrifuga de nuevo, las
células son entonces suspendidas en etanol de 24 a 48 horas 'y finalmente son secadas atemperatura
ambiente en un lugar libre de polvo.

Si e organismo cosechado es patdgeno o0 sospechoso, se aflade primeramente formalina a
cultivo de una concentracion de 1% (P/V) y después se incuba a 37°C durante 18 horas. Los
cultivos también pueden ser esterilizados antes de la cosecha.

3. Hidrolisis

a) Para la determinacion de DAP en tubos sellados

Se colocan 10 mg de células secas en una ampolleta, se afiaden 200 ml de &cido clorhidrico
6N y se sdlla con una flama de oxigeno-gas, las ampolletas son mantenidas durante 18 horas a
100°C en un horno y posteriormente enfriados atemperatura ambiente. Se aoren las ampolletasy se
secan a vacio con unatrampade NaOH. El residuo se resuspende con 500 ml de agua acidulada.

b) Determinacion de AzUcares

Se colocan 10 mg de células secas en una ampolleta, se afiaden 200 ml de &cido clorhidrico
4Ny se sdlla con una flama de oxigeno-gas, las ampolletas son mantenidas durante 3 horas a 121°C
en un autoclave y posteriormente enfriados a temperatura ambiente. Se abren las ampolletas y se
secan a vacio con unatrampade NaOH. El residuo se resuspende con 500 ml de agua.

AZUCARES

Aplique 10ml del extracto concentrado sobre una placa de celulosa (MERCK 5552).
Apligue también un punto conteniendo una mezcla de estandares (1% p/v); galactosa, glucosa,
manosa, arabinosa, ribosay ramnosa.

Los cromatogramas se corren hasta una dtura de 6 cm en una mezcla de
butanol-agua-acido acético (60:20:20 v/v) y después se secan a aire. Posteriormente se corren 3
Veces con una mezcla de acetato de etilo-piridina-agua-acido acético (100:35:25:5 v/v) hasta una
distanciade 12 cm, secando a aire entre cada operacion.
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El revelado del cromatograma se hace por aspersion con ftalato de anilina (2 ml de anilinay
3.3 g de &cido ftdlico en 100 ml de agua saturada con butanol) con calentamiento a 100°C por 2 a5
minutos. Las hexosas dan manchas color marrén, las pentosas dan machas rojas y las 6-desoxi-
azucares dan manchas verdosas.

También se puede usar un revelador a base de difenilamina. Los vaores de Rf se
incrementan en e siguiente orden: galactosa, glucosa, manosa, arabinosa, xilosa, fucosa, ribosa,
ramnosa y 6-desoxitalosa. La madurosa da una mancha de color marrén que aparece entre
arabinosay xilosa

J
5
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Figura6.1
Cromatografia de azUcares de hidrolizados total es de Actinomicetos.

1) Esténdar: a= galactosa, b = glucosa, ¢ = manosa, d = arabinosa, e = xilosa, f = fructosa,
g = ribosa, h = ramhnosa.

2) Nocardia asteriodes (ga, glu, man, ara, rib)

3) Streptomyces sp. (gluy trazas de otros azlicares)

4) Actinomadura madurae (glu, madurosa (m) rib)

5) Mycobacterium avium (gal, glu, man, ara, rib)

6) Actinomadura pelletieri (glu, madurosa, rib)

7) Actinomyces viscosus (gal, glu, man, rib, ram, 6-desoxi-talosa (dt))

8) Corynebacterim matruchotii (gal, ara, rib)

9) Rothia dentocariosa (gal, glu, rib)
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AMINOACIDOS

Aplique 3ul del hidrolizado en una placa de celulosa, y también una mancha de 1ul de
estdndares de aminoacidos que contenga 5 nanomoles de cada uno; aanina, &cido glutamico y
&ido m-diaminopiméico, generdmente los estdndares comercides de este &cido vienen
contaminados con L-DAP gue también nos servira de referencia.

Correr e cromatograma en una mezcla de metanol-agua-HCL -piridina (80:26:2:10) durante
3 h. También se puede usar |a mezcla butanol-piridina-acido acético-agua (30:20:6:24) durante 2 h.

El revelado del cromatograma se hace asperjando una solucion de ninhidrina a 0.3% en
butanol saturado con agua y posterior calentamiento a 100°C durante 5 a 10 minutos. Los
aminoécidos basicos dan un color gris 0 azul acero, los aminoécidos &cidos dan un color rojizo y
los neutros dan color lila

" web B RLEe
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Figura6.2.

Cromatografia de aminoacidos en capa fina de hidrolizados total es de algunos Actinomicetos.
1) Streptomyces sp. (L-DAP) 6) Bacterionema mactruchotii (m-DAP)
2) Nocardia asteriodes (m-DAP) 7) Actinomyces naeslundii (sin DAP)
3) Corynebacterium diphteriae (m-DAP) 8) Propionibacterium avidum (L-DAP)
4) C.xerosis (m-DAP) 9) Arachnia propionica (L-DAP)

5) Estédndar de DAP (mesoy LL)
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ANALISIS DE LA PARED CELULAR DE ACTINOMICETOS
Preparacion de paredes

Parael andlisis de la pared se requiere arededor de 10g de células en fase logaritmica. Si la
cepa a ser andizada es patdgena, las células pueden ser muertas por esterilizacion en € mismo
medio de cultivo en que se desarrollaron. Estas son separadas del medio por filtracion o
centrifugacion y pueden ser almacenadas por congelacion a-25°C.

1. No intente preparar paredes celulares apartir de células secas.

2. No use células posteriores ala fase log de crecimiento debido a que procesos autoliticos pueden
alterar lacomposicion de la pared celular. Esto es particularmente importante para termofil os.

3. Si es necesario interrumpir € procedimiento en e transcurso de la noche, almacene la
preparacion de pared celular en € congelador.

4. No almacene soluciones de enzimas en el congelador, preparel as justo antes de usarlas.

S las cdlulas estdn en grumos, es aconsgable una homogenizaciéon preliminar con un
mezclador o mortero. Las células son suspendidas en 30-40ml de buffer de fosfatos 0.1M, pH 8.0.

La suspension no debe ser muy densa ya que esto reducira la eficiencia de rompimiento.
Una buena suspension es agquella en que las células se mueven libremente. Una pequefia cantidad
de perlas de vidrio se afiade (cetafote N° 812 o equivaente) para que las células se rompan por
oscilacion sbnica, s se usa un oscilador Raytheon 10 Kc, 10 minutos son necesarios para realizar
este proceso.

Otros osciladores pueden necesitar més tiempo pararomper las células.

Algunas bacterias (como por gemplo Oerskovia) pueden ser sonicadas Unicamentede2 a3
minutos; algunos actinomicetos, especialmente organismos que han sido investigados y poseen un
patron total de azlcares celulares del tipo A, fueron sonicados entre 15 y 25 minutos.

La separacion de células enteras de las rotas se redliza por centrifugacion diferencial a
3.000rpm durante 3 minutos, € sobrenandante es cuidadosamente descargado procurando no
resuspender la masa en € medio y se vuelve a centrifugar a 10.000rpm por 10 minutos, en € caso
de organismos con un patrén de azlicares de células totales de tipo A que presentan dificultades
para su clasficacion. Estas fracciones pueden ser llevadas a 6.000 rpm y 17.000 rpm
respectivamente para mejorar resultados.

Todos los lavados subsecuentes se realizan por centrifugacion de 8.000 a10.000 rpmde 7 a
10 minutos.
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El paguete de la segunda centrifugacion es lavado dos veces con etanol a 95% y luego
saponificado por agitacion continua de tres dias a 37°C, con potasa acohdlicaa 2% (2 g de KOH
en 100 ml de etanol a 95%) en botellas con tapa de rosca, matraces o tubos.

L as paredes crudas se lavan dos veces con etanol a 95%, 2 veces con agua destilada y tres
veces con solucién amortiguadora pH 8.0 de fosfato; se recomienda usar un mezclador mecanico
(vortex) para resuspender las células en cada lavado. Es esencia redizar cuidadosamente los
lavados para obtener preparaciones de pared claras.

El tratamiento de paredes con buffer tripsina pH 8.0 filtrado (3 mg/ml) se efectia con
agitacion durante dos horas a 37°C. Las células se lavan dos veces con buffer, dos veces con agua
destilada y dos veces con &cido clorhidrico 0.02N. Posteriormente a este tratamiento, las células se
agitan toda la noche en una solucién filtrada de pepsina (3 mg/ml en HCI 0.2N) a 37°C. Prepare
estasolucion de 1 a2 dias antes de usarla ya que laenzima es ligeramente insoluble.

Lave dos veces con HCI 0.02N, dos veces con agua y dos veces con etanol y una con
cloroformo. Seque las paredes a vacio o atemperatura ambiente.

METODO DE BRAUN Y SIEGLIN PARA PURIFICAR
LA PARED CELULAR

El cultivo se separa del medio de cultivo por centrifugacion y se lava tres veces con agua
destilada.

El paquete celular se seca por liofilizacion (previa inactivacion con formol a 3% o por
esterilizacion en autoclave) y se procede a dedipidar usando una mezcla de cloroformo-metanol
(2:1) durante 12 horas en agitacion. Esta operacion se repite 2 veces més.

El paquete dedipidado se rehidrata con lavados, primero con metanol puro, después con
metanol-agua (1:1) y finalmente con agua destilada.

Este paquete se resuspende en NaCl 1M a una concentracion aproximada del 10% p/v y se
somete a vibracion ultrasdnica (minimo 150 W) durante 30 minutos a 1 hora, en periodos de 5
minutos de sonicacién por 10 de descanso del sonicador.

Centrifugar a bgja velocidad (3.000 x g) durante 15 minutos para eliminar las células que
no se rompieron, y a éstas volver a sonicarlas. Juntar los dos sobrenadantes, lavarlos con agua
destilada, por centrifugacion a40.000 x g durante 30 minutos.

Resuspender € paquete resultante en agua destilada y gotearla sobre una solucién de

Dodecil-sulfato de Sodio a 4% (en agua) a 100°C y con agjitacion, enfriar atemperaturaambientey
dejar en agitacion durante una noche.
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Centrifugar la suspension a 40.000 x g durante una hora a temperatura ambiente (el SDS
precipita en frio) y lavar € sedimento con agua destilada hasta que e sobrenadante no se sienta
jabonoso.

Resuspender € precipitado en agua destilada'y secarlo por liofilizacion.

Esta preparacion se puede hidrolizar como ya fue descrito para € andlisis de azlcares,
lipidos unidos covalentemente y aminoécidos, pero s se desea eliminar los lipidos esterificados y
los polisacaridos unidos por enlace difosfato se puede saponificar usando KOH en metanol seco al
0.5% y caentando con agitacion a 37°C durante 24 horas o con KOH-metanol 2N areflujo durante
2 horas.

METODO RAPIDO PARA LA DEMOSTRACION
DE ACIDOS MICOLICOS (Hamid, Minnikin y Goodfellow, 1993)

a) Extraccion de Acidos Micélicos.

La biomasa seca (50mg) se coloca en un tubo de hemdlisis con tapon de roscay empague
de teflén que contiene 2ml de una solucién acuosa a 5% p/v de hidroxido de tetrabutil-amonio y se
calienta a 100°C durante una noche. Pasado este tiempo, |a mezcla se centrifuga a 5.000 x g, €
sobrenadante se transfiere a otro tubo, conteniendo 2 ml de diclorometano y 25ul de yodometano,
la mezcla se agita vigorosamente durante 30 minutos. Después de centrifugar a 5000 x g se separan
dos capas, se desecha la capa superior. La capa inferior, que contiene a los ésteres metilicos de los
&cidos micolicos se evapora a sequedad con una corriente de nitrogeno a 37°C.

b) Precipitacion de los acidos micdlicos

Los ésteres metilicos de los écidos micdlicos crudos se disuelven en 0.5 ml de
diclorometano y se transfieren a un tubo de microcentrifuga (Eppendorf de polipropileno). Se
procede a evaporar € diclorometano bgo corriente de nitrégeno y € residuo se redisuelve
completamente en tolueno (0.2 ml) y acetonitrilo (0.1ml), entonces se agregan 0.2 ml més de
acetonitrilo. La turbidez que se observa es debida a que los ésteres metilicos de los acidos
micdlicos son insolubles en la mezcla acetonitrilo-tolueno (3:2).

Los tubos se guardan a 4°C durante 1 hora y se centrifugan a 5.000 xg durante 2 a 3
minutosy e sobrenadante es transferido a otro tubo. Tanto e precipitado como el sobrenadante son
secados bajo corriente de nitrogeno y se guardan al 4°C para su andlisis posterior.

Un abundante precipitado blanco es indicativo de Mycobacterium, ya que otros géneros
como Nocardia, Rhodococcus, Gordofia o Corynebacterium dan un precipitado muy fino que no
floculay en algunas ocasiones permanece en solucion; por 1o que es importante conservar tanto e
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precipitado como el sobrenadante de la preparacion anterior.

PREPARACION DE POLISACARIDOS, PARA PRUEBAS
DE PRECIPITACION, SEGUN ZAMORA, BOJALIL
Y BASTARRACHEA (1962)

Se hacen crecer las células durante 21 dias, en € medio de Proskauer y Beck (modificado
por Youmans y Karlson, 1947), se cosechan, se lavan y son dedipidadas con una mezcla de
metanol-acetona (1:1) durante 24 horas, se usan 250 ml. de solvente para cada 15 a 20 g de peso
seco de células.

Se toman 20 g de células dedlipidadas y se muelen con 40 g de polvo de vidrio pyrex, en un
mortero, durante 90 minutos. Luego la mezcla se suspende en 250 ml de KCl 3 M. La suspension
se centrifuga durante 15 minutos a 800 x g. €l sobrenadante se centrifuga durante 2 horas cada vez,
a 3.500 xg. Se toman 10 volUmenes de metanol y se le agregan al sobrenadante, se dgja durante 24
h a 4°C. Lamezcla es luego centrifugaday € precipitado resuspendido en 50ml de tampon fosfato
0.02 M (pH 7.2). Esta suspension es dializada contra agua corriente durante 72 horas y precipitada
con 10 vol de metanol. Se deja por 24 horas a4°C @ precipitado se recoge por centrifugacion y se
seca al vacio sobre P,Os.

Esta preparacion cruda de polisacaridos, es parcia mente solubilizada en 100 ml de tampdn
carbonato-bicarbonato 0.02 M (pH 10).

Ambas fracciones solubles e insolubles son separadas por centrifugacion. El material
soluble a pH 10 se le denomina Polisacéarido 1. La fraccién insoluble se solubiliza por tratamiento
en 190 ml de tampodn citrato 0.02 M (pH 5.0). El materia soluble a pH 5,0 se le denomina
Polisacérido I1.

Para purificar las fracciones, se desproteiniza con volimenes iguaes de cloroformo. Lafase
cloroférmica es descartada, esta operacion se repite 4 veces. Los polisacaridos presentes en la capa
acuosa, son precipitados en metanol, siguiendo € mismo procedimiento yaindicado. Luego se seca
en vacio sobre P,Os y se lava con acetona.

El precipitado del polisacarido | es disuelto en solucion de NaOH (pH 10), € polisacérido
Il es disuelto en HCI (solucién), pH 3. Las soluciones de cada fraccién son luego purificadas por
tratamientos con 25 ml de &cido tricloroacético a 5%. Los sobrenadantes del &cido tricloroacetico,
son dializados durante 72 horas contra agua de chorro.

El material no dializable es precipitado (dos veces) con metanol y secado en vacio (presion
reducida) sobre P, Os.
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PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE AcIDOS MICOLICOS
Y ACIDOS GRASOS DE CADENA CORTA

Lapared celular de los actinomicetos contienen muchos compuestos que pueden ser usados
en quimiotaxonomia.

La metanolisis acida es un método muy Util para liberar, en forma de ésteres metilicos, a
los é&cidos grasos de cadena larga.

Existen muchos tipos de &cidos grasos entre los actinomicetos, &cidos de cadena corta y
larga, metilados en Cyo (&cido tubercul oestedrico), etc.

Los écidos micdlicos se encuentran solo en algunos de los actinomicetos por 1o que son de
gran utilidad taxondmica, particularmente en los géneros Mycobacterium, Nocardia,
Corynebacterium y Rhodococcus.

METANOLISIS ACIDA

1) Pese 50 mg de biomasa seca en un tubo de tapdn de rosca con sdllo de teflén, o en una
ampolleta, aflada 3 ml de una mezcla seca de metanol-tolueno-H,SO, (30:15:1 v/v) y cdiente a
55-75 °C durante una noche.

2) Enfrie a temperatura ambiente y aflada 2 ml de hexano, agite y centrifugue a baja velocidad.
Prepare una columna de carbonato de amonio en una pipeta Pasteur y lavela con una mezcla de
metanol cloroformo (1:2). Tome la capa superior (hexano) y apliquela a la columna, colecte €
efluente en un via y repitala extraccion con 1 ml de hexano, finalmente afiada 1 ml de éter etilico a
lacolumnay junte € eluido con los anteriores. Secar bajo corriente de nitrogeno a 40°C.

ANALISIS Y PURIFICACION

Andiss de muestras crudas de é&cidos micdlicos por cromatografia en capa fina
unidimensional.

Redisolver la preparacion cruda de ésteres metilicos en 100ul de hexano y aplique
aproximadamente 4 ul en una placa de gdl de silice (Merck 5554). Correr e cromatograma en una
mezcla de Hexano-Eter etilico (85:15 v/v) o Hexano-acetona (95:5).

La muestra cruda de ésteres metilicos obtenida por metandlisis &cida también puede ser
procesada de acuerdo con € método de Hamid et. al. descrito anteriormente.
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CROMATOGRAFIA BIDIMENSIONAL DE Acipos MICOLICOS

Aplique aproximadamente 5 ul del metilado crudo en la esquina de una placa de gel de
silice (Merck 5554) a una distanciade 1 cm de cadalado. Corra e cromatogramaen un sentido con
hexano- acetona (95:5 v/v), secar y repetir € corrimiento en la misma direccion dos veces més.
Correr laplaca en la segunda direccion con tolueno-acetona (97:3) v/v).

Revelado: Asperjar las placas con una solucién etandlica de &cido fosfomolibdico a 5-10%
y caliente a105°C durante 15 minutos.

PURIFICACION DE AciDOs GRASOS

Prepare un cromatograma aplicando una banda de aproximadamente 1cm de metilado
crudo. Correr en una mezcla de hexano-éter (85:15 v/v), secar y asperjar una solucion de Rodamina
6G a 0.01% en etanol. Seque y observe bgjo luz ultravioleta de onda larga. Corte la banda con Rf
de 0.7-0.8 y extraiga con éter etilico. Aplicar €l extracto a una columna de 6xido de aluminio (en
una pipeta Pasteur) con objeto de eliminar larodamina, repetir laextracciony e eluido, secarlo con
una corriente de nitrégeno.

Esta preparacion se usa para hacer € andlisis en cromatografia de gases. Use una columna
poco polar (OV-101, carbowax, silar 10C, DEGS, etc.) y un detector de ionizacion de flama; las
columnas capilares dan mejores resultados.

LiPIDOS POLARES Y MENAQUINONAS

Pesar aproximadamente 50 mg de biomasa seca en un tubo de tapon de rosca con sello de
teflén 0 en una ampolleta y afiada 2 ml de metanol-sal (10 ml de NaCl 0.3% en agua, més 100 ml
de metanol) y 2 ml de hexano.

Agitar en vortex durante 15 minutos, centrifugar a bgja velocidad durante 5 minutos y
transferir lafase de hexano (que contiene las quinonas isoprenoides) a un vial. Repetir la extraccion
unavez mésy juntar los sobrenadantes, finalmente, secar con una corriente de nitrégeno; guardar
en congelacion y oscuridad.

El sedimento de la centrifugacion se calienta en bafio maria a ebullicién durante 5 minutos
y seenfriaa 37°C por 5 minutos.

Afiadir 2.3ml de cloroformo-metanol-NaCl 0.3% (90:100:30 v/v). Agitar durante una hora,
centrifugar y recuperar €l sobrenadante. Al residuo afiadir 0.75 ml de cloroformo-metanol-NaCl
0.3% (50:100:40 v/v), agitar durante 30 minutos, centrifugar y juntar los sobrenadantes.
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A los sobrenadantes afiadir 1.3 ml de cloroformo y 1.3 ml de NaCl 0.3%, mezclar,
centrifugar y descartar la fase superior acuosa usando una pipeta Pasteur. Evaporar a sequedad la
fase inferior (organica) en una corriente de nitrégeno a menos de 47°C.

Este extracto contiene a los lipidos polares (guardar en refrigeracion).Con esta técnica se
pueden extraer tanto las menaquinonas, como los lipidos polares de la misma muestra de biomasa
seca.

CROMATOGRAFIA BIDIMENSIONAL DE LiPIDOS POLARES

Preparar cuatro placas de cada extracto. Redisolver los lipidos polares en 50ul de
cloroformo-metanol (2:1 v/v) y aplique 5ul en una esquina de cada placa de gd de silice
(aproximadamente a 1cm de cada lado). Correr los cromatogramas en cloroformo metanol-acido
acético (65:25:4 v/v) para la primera direccion y con cloroformo-&cido acético-metanol-agua
(80:15:12:4 v/v) parala segunda direccion.

Revelado
Asperjar una placa con cada revelador listado a continuacion.

1) Para lipidos totales: Solucion de &cido molibdofosférico a 10% en etanol y
calentamiento a 105°C durante 15 minutos.

2) Para aminolipidos. Solucion de ninhidrina a 0.2% en butanol saturado con agua y
calentamiento a 105°C durante 5 minutos.

3) Para glicolipidos: reactivo de afa-naftol y calentamiento a 100°C durante 10 minutos.
(Reactivo: Mezclar 10.5 ml de una solucion etandlica de alfa:naftol a 15% més 6.5 ml de &cido
sulfdrico concentrado, mas 40.5 ml de etanol y 4 ml de aguad). Los glicolipidos dan manchas color
café.

4) Para fosfolipidos: Reactivo de Zindadze, inmediatamente después de la aspersion los
fosfétidos aparecen como manchas azules sobre fondo blanco.

Este reactivo se prepara de la siguiente manera: disolver 40.11 g de tridxido de molibdeno
en 1 L de &cido sulfurico concentrado, después se afladen 1.5 g de molibdeno en polvo a 500 ml de
la solucion anterior. Se mezclan volumenes iguaes de las dos soluciones y finalmente se diluyen
con 2 volUmenes de agua.

5) Paralipidos conteniendo grupos hidroxilo vecinos: La placa se trata con solucion acuosa
de metaperyodato de sodio a 1% (p/v) hasta saturacion y se degja durante 10 minutos a temperatura
ambiente para completar 1a oxidacion.

Decolorar con bidxido de azufre gaseoso para eliminar e exceso de peryodato.
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La placa decolorada se asperja con reactivo de Schiff preparado por decoloracion de una
solucion de clorhidrato de p-rosanilinaa 1% con bioxido de azufre gaseoso.

Con € uso de este reactivo los glicolipidos pueden tardar varias horas antes de que
aparezcan las manchas en tonos de azul-purpura.
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Figura6.3

PURIFICACION DE MENAQUINONAS

Disolver e extracto de las menaguinonas en 100ul de hexano y aplicarlas, como una banda,
en una placa de gel de silice. Correr €l cromatograma en una mezcla de hexano-éter etilico (95:5
v/V) y detectar la menaguinonas por irradiacion con luz ultravioleta de onda corta (254 nm), cortar
la banda de menaguinonas (Rf 0.7- 0.8) y extraer con 1 ml de éter etilico. Secar bajo corriente de
nitrégeno.
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CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA EN FASE REVERSA
DE LAS MENAQUINONAS

Disolver a las menaquinonas en hexano y aplicar 10ul en una placa de fase reversa
(Merck 13724). Correr €l cromatograma con una mezcla de acetona-agua (99:1 v/v) y revelar la
manchas de menaguinonas bgjo luz ultravioleta de ondalarga.

Figura6.4
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CAPITULO 7

LiPIDOS DE ACTINOMICETOS

Los lipidos representan un conjunto amplio heterogéneo de compuestos, que tienen la
propiedad en comin de ser solubles en solventes organicos y/o de poseer &cidos grasos en su
constitucion. Por esta razon frecuentemente son simultaneamente estudiados los hidrocarburos y
las menaquinonas.

En este capitulo serdn omitidos esos dos grupos de compuestos y seran solamente
considerados los &cidos grasos y sus derivados.

Ademas seran tratados distintamente, en diversas oportunidades, los rodococos, las
nocardias y las micobacterias de los demés actinomicetos, esto para facilitar la comprensién sobre
los lipidos. Inicialmente seran descritos los lipidos de rodococos, de las nocardias y de las
micobacterias y luego algunos congtituyentes de | os estreptomi cetos.

A- Lipidos de rodococos, nocardias y micobacterias.
1. Acidos grasos
1.1 Acidos grasos no hidroxilados.

Los rodococos, las nocardias y las micobacterias se caracterizan por la presencia de dos
grupos fundamentales de &cidos grasos. Los &cidos no hidroxilados y |os &cidos micalicos.

Algunos de los &cidos no hidroxilados més comunmente encontrados (Tabla 9.1) son:
palmitico, Cye (&cido hexadecandico), pamitoleico Cie; (&cido 9-hexadecendico), estedrico Cigo
(&cido octadecandico): oleico, Cig1 (&cido 9-octadecendico).

En las micobacterias se encuentran en pequefia cantidad &cidos tales como: tetracosandico,
Ca0 Y hexacosandico, Cys.o también, se encuentran otros &cidos tales como e isopamitico Cyg.g;
(&cido 14-metil-pentadecandico), antei so-palmitico, Ci6:14 (&cido 13- metil-pentadecandico).

El &cido tuberculoestedrico, Cig1r (&cido 10-metil octadecandico), ha sido identificado en

rodococos, nocardias y micobacterias y también ha sido descrito en Actinomadura y en
Microtetraspora.
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Es importante resdltar la presencia del acido de cadena larga con anillos de ciclo propano,
en micobacterias.

CH3-(CHy)17-CH -CH-(CHy)10-CH -CH-CH,-COOH
Ho Ha
Acido cis-cis-3,4-15,16-bisnatrileno tetratriacontanoico
1.2. Acidos micolicos

Con la denominacion genérica de acidos micdlicos se conocen los écidos grasos
alfa-al quil-beta-hidroxiéacidos de peso molecular elevado, que se encuentran en las corinebacterias,
rodococos, nocardias y micobacterias (Tabla 9.2).

Los é&cidos micdlicos se pueden concebir en funcion del tamafio de la cadena
hidrocarbonada (Tabla 9.3). Es interesante hacer notar que siendo R;-CHOHCH-(R)-COOH (1) la
formula genera del &cido micdlico, en las corinebacterias, los rodococos y las nocardias, € radical
R, posee una cadena hidrocarbonada de cerca de 14 aomos de carbono (Cy4) en cuanto que en las
micobacterias es R, aprox. Ca.

Los &cidos micolicos tienen la particularidad de sufrir fragmentacion por pirdlisis, segin €
esguema siguiente:

La identificacidon de estos fragmentos a través de cromatografia, en fase gaseosa, 0 por
medio de la espectrometria de masas cromatografia gaseosa combinada con espectrometria de
masa, es de gran utilidad en la taxonomia e identificacion de estos géneros de microorgani smos.

OH!H O o o
BN I I
R,-C _rC- CH,-OCH; — R;-C-H + R,-CH,-C-OCHj3
| | ! | 300°C
H 'R
Micolato de Metilo Meroaldehido Ester metilico del &cido graso

1. Esteres naturales de los acidos grasos

Los ésteres naturales pueden ser agrupados de acuerdo con € tipo de &cidos grasos
constituyentes, asi: en lipidos que contienen acidos no hidroxilados y los que contienen écidos
micdlicos.
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2.1. Lipidos que contienen &cidos no hidroxilados.
Segln la Tabla 9.4, se pueden considerar en este grupo las siguientes clases lipidicas:
acilgliceroles, fosfolipidos, fosfoglicolipidos, glicolipidos, micdsidosy ceras.

Acilgliceroles.
Los acilgliceroles son representados por mono acil-, diacil- y triacilgliceroles.

CH»-O-CO-R; CH»-O-CO-R; CH»-O-CO-R;
|CH-O-CO-R2 T:H-O-CO-RZ |CH-OH
CH»-O-CO-R3 CH»-OH CH,-OH
Triacilglicerol Diacilglicerol Monoacilglicerol

2.1.2. Fosfolipidos y fosfoglicolipidos.

En este grupo se encuentran con mayor frecuencia: cardiolipina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilinositol y fosfatidilinositol-manosido.

CIZHZ—O—CO—R‘
H-O-CO-R,
0
CH,-0-P-0-CH,-CH.-NH, GH-O-CO-R,
OH H-O-CO-R,
Fosfatidiletanolamina 0
CH,-0-P-O-CH,-CH,-N(CH,),
OH
/ Fosfatidilcolina
CH,-O-CO-R,
-0- - [ '
?Hz O-CO-R, H-O-CO-R,
H-O-CO-R, _— Q
o) CH.‘,—O—I:-‘—O—(;.)H—OH
i OH (IZH—OH
CH,-O-P-O-X L om
OH Difosfatidilglicerol
\ (Cardiolipina)
QHz-O-CO-R.
TH—O—CO—R? Manosa :
0
?HZ—O—CO-R‘ CH?-O-P-O (manosa), n=0-4
H-0-CO-R, OH
0
CH,-0-P-0 Fosfatidilinositolmanésido
OH

Fosfatidilinositol
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2.1.3. Esteres de trealosa

Norma mente |a molécula de treal osa se encuentra esterificada a través de un hidroxilo del
carbono Cg de las unidades de glucosa del disacérido, constituyendo 6,6, - diester de trealosa.

CH,-O-CO-R,

O
O
O
CH,-O-CO-R,

Latrealosa podra estar esterificada en lamisma unidad de glucosa a través de los hidroxilos
delos carbonos C, y Cs, originando un éster asimétrico.

En e Mycobacterium tuberculosis se han encontrado ésteres de treaosa, sulfatados, que
poseen &cidos tioceranicos. giemplo: sulfolipidos SL-I. El sulfolipido SL-1 no posee € radical acilo
en launidad glicocidica que contiene € sulfato.

CH3 CH OH
O CO- CH (CH, CH CH -CsHs,

0-CO- C,5H3, H, CH, OH
OSOH CH,  CH, OH

O CO CH -(CH, CH)? CH -CsHa,

El sulfolipido ha sido solamente descrito en micobacterias. La fosfatidilcolina y €
acilglucosilglicerato han sido encontrados, hasta e momento, exclusivamente en N.coeliaca y N.
otitidiscaviarum.

CH_-OH
O
CHQ—OH
O—(|3H
COOH
0] 0

CO-R CO-R
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2.1.4. Micosidos

Son conocidos por micésidos los glicolipidos fendlicos encontrados en micobacterias y
cuya estructura se ilustra a continuacion: R = trisacaridos que contienen 2- y 3-O-metilfucosa,
ramnosa, 2,4-di-O-metilramnosa. R'= acilos -Cizo, Cigo, tuberculoestearoilo, micocerosoilo, n=
16-18.

R’ R’
"acilo | | acilo |
1 1
R Q 9 n
AZUCAR FO (CH.),-CH-CH.-CH(CH,),-CH-GH-CH,-CH,
O-CH,
Micésido B

R: 2-O-metilramnosa R": Micocerosoilo n= 18-22

Micosido G
R : 2-0 metilramnosa R": micocerosoil n = 18-22
Micésido C
A diferencia de los demas micosidos, se trata de peptidoglicolipidos, serolGgicamente
activosy tipo especificos.

Acil-Fen-Tre-Ala-aaninol-derivado de ramnosa O-(derivado de treadlosa) (derivado de
trealosay ramnosa) Acilo: Csp-, Cas-, Cae-, hidroxiécidos insaturados.

2.1.5. Ceras

En micobacterias se han descrito la presencia de ésteres de acidos y a coholes de alto peso
molecular, denominados ceras. vg.: dimicocerosato de fticerol.

CH3-(CH2)20-C|H-CH2-T2H-(CH2)24-C|H- C|2H-CH2-CH3
O-R O-R CH3 O CH3
R: -CO-(C|:H-CH2)3,4-(CH2)21-CH3

CHs
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2.2 Lipidos que contienen acidos micdlicos

Los &cidos micdlicos, de la misma manera que los é&cidos no hidroxilados se pueden
encontrar en su formalibre o en forma de ésteres.

2.2.1. Esteres de glicerol

En e caso de los ésteres de gliceral, 1os &cidos micdlicos esterifican solamente uno de los
grupos hidroxilicos primarios del glicerol, constituyendo € monomicolilglicerol.

R2
CH»-O-CO- C|:H-CH-R1
|CH-OH
(|:H2-OH

2.2.2. Esteres de trealosa

Los organismos productores de &cidos micdlicos poseen en su composicion lipidica,
glicolipidos en cuya estructura se encuentra la treal osa esterificada a través de los hidroxilos de los
carbonos Cs y Cg, con &cidos micdlicos, congtituyendo 6,6'-dimicolatos de trealosa. En mucha
menor cantidad se encuentra e 6-monomicolato de trealosa, que seria intermediario en la
biosintesis del diéster.

R. H
CH,-0-CO-CH-CH-R,

O
O
CH.-O-X
X=H 6-monomicolato de trealosa
R OH
X=-CO-CH-CH-R, 6-6" dimicolato de trealosa

(Factor Cuerda)
El factor cuerda posiblemente puede gercer una accion toxigénica, contribuyendo a
desarrollo de un proceso inflamatorio cronico.

187



2.2.3. Ester de arabinosa

El &cido micolico covalentemente ligado al elemento estructura es representado por €
&ido que esterifica e hidroxilo del carbono Cs de la unidad no reductora del polisacarido
arabinogalactano de la pared celular.

R,
CH,-0-CO-CH-CHOH-R,
0
OH, H

En cuanto a acido micdlico puede ser liberado en medio alcalino, el micolato de arabinosa
solamente es liberado por tratamiento en medio acido.

2.2.4. Ester de glucosa

Como en e caso de monoacilglicerol € acido micolico esterificala molécula de la glucosa,
atravésdel hidroxilo primario del Cs, congtituyendo 6- monomicolato de glucosa.

Re OH
CH,-0-CO-CH-CH-R,
o

OH

2.2.5. Micésido G'

A diferencia de otros micésidos, € micosido G, tiene ademéas de la unidad fundamental
fenol - derivada (del micdésido A), € radical glucosidico R esterificado con &cido micalico.
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R’ R’
'acilo|  acilo
1

1
© @ 9 GH:
0 (CH,),-CH-CH,-CH(CH.),-CH-GH-CH,-CH,
CH.- O-CH,

OCH, OH
CHe~(CH,),~CH-CH-(CH,),-CH-CH~(CH,),,-CH-CH-CO-O0
CH, CH, (CH.).,CH,
B. Lipidos de estreptomicetos.
El estudio sstemético de lipidos de estreptomicetos es més reciente, comparado con €
estudio de las micobacterias, corinebacteriasy nocardias.

A continuacion seran considerados aquellos lipidos més caracteristicos que hasta ahora han
Sido descritos.

1. Glucoronosildiacilgliceroles

Son glicerolipidos derivados del diacilglicerol, que contienen € acido glucuronico ligado al
hidroxilo primario de launidad del glicerol atravésdel C;.

COOH
@)

O —(|3 H,
(lEHO-CO—R
CH,0-CO-R

Se ha sugerido que ese compuesto pueda ser € precursor de los glucosil- glucuronosil-
diacil-gliceroles (X =H 0 X = -CO-R, &cilo).

L as posibles funciones biol gicas son alin desconocidas.

CH,-OH COOH
0 o
O O -CH,
CHO-CO-R
OX CH,0-CO-R
X=H, -CO-R

2. Fosfolipidos
CH,-O-CO-R
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|
CH-O-CO-R (|:H3
O CHOH
0 |
CHZ-O-F|>-O4T:H
OH CHs
Los fosfolipidos constituyentes de los estreptomicetos estan representados por:
difosfatidilglicerol (cardiolipina), fosfatidil- etanolaminay fosfatidilinositolmandsido.

Se encuentra en Actinomyces (Streptomyces) olivacens, un fosfolipido inusitado que
contiene 2,3-butanodiol andlogo dd fosfatidilglicerol.

3. Ornitinolipidos
Las caracteristicas comunes de esos lipidos es la presencia de 3- hidroxiécido ligado a la

ornitina a través del grupo amino, constituyendo una amida, varios compuestos derivados han sido
identificados.

NHa-(CH3)3-CH-CO-0O-CH,-CH-O-CO-CH-R
| | |

R-CHOH-CH,-CO-NH R R
R = alquilo R’=H, CHs R =H, OH
3.1. Ornitinolipido A.

Este lipido posee en su constitucion quimicala ornitina con su grupo amino ocupado por 3-
hidroxiacido y su grupo carboxilico esterificado por etanodiol o por 1,2-propanodiol, € cual tiene
otro hidroxilo esterificado con un &cido graso.

NH,-(CH;)3-CH-COOH

|
R-CH-CH,-CO-NH R = Alquilo

O-CO-R

3.2. Ornitinolipido B

Ese grupo contiene la ornitina, € 3- hidroxi-&cido que a su vez posee € hidroxilo
esterificado por un &cido graso.
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NH2-(CH2)3-|CH-CO-O-CH-COOH
R-CHOH-CH»-CO-NH R

R=adquilo

3.3. Ornitinolipido C.

Los lipidos de ese grupo se caracterizan por contener ornitina ademas de radical
proveniente del 3- hidroxiacido ligado por € grupo amino otro radical de 2-hidroxiacido ligado por
el grupo carboxilo.

Se admite que los ornitinolipidos B y C poseen funciones similares a la
fosfatidiletanolaminaen lamembranacelular.

~ TABLAT1
EJEMPLO DE ACIDOS GRASOS ENCONTRADOS
EN RODOCOCOS, NOCARDIAS Y MICOBACTERIAS
COMPUESTO ESTRUCTURA FORMULA GENERAL
Acido Palmitico
(Hexadecanoico) Crso CH3(CH2)14COOH C16H320,
Acido pamitoleico _
(9-Hexadecanoico) Cag. CH3(CH3)s-CH=CH(CH,)COOH C16H320,
Acido Esteérico
(Octadecancico) Cigo CH3(CH2)16COOH C18H3605
Acido Oleico 3
(9-Octadecancico) Cas: CHj3(CHy);CH=CH(CH,);COOH C1sH3405
ACi do Tetracosanoico Coso CH3(CH2)22COOH Co4H480,
Acido Hexacosanoico Cyg;o CH3(CH,)24COOH Co6H520,
ACi do Iso-Palmitico CH3-CH-(CH2)12COOH
(14-Metil-Pentadecanoico) | C16H3202
Cis0 CHs
Acido Anteiso-Pamitico CH3-CH,-CH-(CH;)1.COOH
(13-M etil-Pentadecanoi CO) | C16H3207
Cis0 CHs
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Acido Tubercul oestedrico CHj3-(CH3)7-CH-(CH,)sCOOH

(10-Metil-Octadecanoico) | C19H3002
Cio0 CHs
TABLA7.2
.EJEMPLOS DE ACIDOS MICOLICOS
MICROORGANISMOS ESTRUCTURA ESPECIE
Rhodococcus rhodochrous CHs-(CH3)t-CHOH-CH-COOH
| T=24-28,Y =13
(CH2)yCHs
Nocardia asteroides 9969 CH3-(CH2)sCH=CH-(CH;)tCHOH-CH-COOH S=1316,T=13-
| 15
(CHz)yCHs

Y =13
CH3-(CH3)rCH=CH-(CH;)sCH=CH-(CH;)tCHOH-CH-COOH

R=6-9,S=4-10

|
(CH2)yCHs

T=1315Y =13

Nocardia brasiliensis
CH3-(CHZ)QCH=CH-(CHz)RCH=CH-(CH2)SCH=CH-(CHz)TCHOH-CH-
COOH

Q+R+S+T = 32-34

| Y =13
(CH2)yCH3
Mycobacterium smegmatis R=15,17,19
CH3-(CH3)r CH-CH-(CH;)sCH=CH-(CH)tCHOH-CH-COOH
I S=11,13,15
Hz (CHz)’YCHg T= 15, 17Y =19
Mycobacterium tuberculosis Hz7Ra R=17 18 19
CH3-(CH2)RC<7H-(CH2)S H-C -(CHz)rCHOH-|CH-COOH S;lo’ ’
T=15,17,19,21
CH, CH, (CH2)yCHs v=19,21
TABLA 7.3

RELACION ENTRE LA LONGITUD DE LA CADENA
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HIDROCARBONADA 'Y LOS MICROORGANISMOS

MICROORGANISMOS ACIDOSMICOLICOS
Corinebacterias -(C28-Csp)
Rodococos -(C42-C48) 0 -(Ceo-Cse)
Nocardias -(Cs0-Cse)
Micobacterias -(C62-Cga)
TABLA 7.4
ESTERES DE ACIDOS GRASOS
NATURALEZA DEL ACIDO CLASESDE LIPIDOS COMPUESTO
Triacilgliceral
Acilglicerol Diacilglicerol

Monoacilglicerol

Fosfatidiletanolamina
No hidroxilados
Fosfatilinositol

fosfolipido Fosfatidilglicerol

Difosfatidilglicerol
(cardiolipina)

Micdlico Fosfoglucolipido Fosfatidilinositolmandsido

Ester detrealosa
Glucolipido micosico )
Esteres fendlicos
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Acilglicerol glucolipido

Monomicolilglicerol

Monoéster de trealosa
(monomicolato de treal 0sq)

diéster de trealosa

dimicolato de trea osa
(factor cuerda)

monoéster de arabinosa
(micolato de arabinosa)

Micésidos

Esteres fendlicos

ANALISISDE ESTERES DE ACIDOS MICOLICOSEN ACTINOMICETOS

Se ha desarrollado una metodologia para su aplicacion en e andlisis de acidos micolicos
con fines de diagndstico. La técnica preconizada es la cromatografia en capa fina de los derivados
ésteres metilicos de é&cidos micdlicos, y la misma se basa en la existencia de una diversidad
estructural de los é&cidos micdlicos (tamafio de la cadena de carbonos, grupos: cetona, hidroxilo,
metoxido y epoxido). Justamente esa variacion estructural y la variada composicion cuantitativa
ofrece laposibilidad de establecer agrupaci ones definidas de tipos de &cidos micdlicos.

Considerandose la estructura general de los &cidos micdlicos (1), se propone representar.

CH3-(CH2)n1-A-(CHz)nz-B-(CHz)ng-(.l“,H-(|3H-(CH2)n4-CH3

OH COOH

Los derivados representantes en 6 diferentes tipos en funcion de las caracteristicas de A.
Aunque ocurra variacion en la porcion B, en € caso presente no presenta ninguna relevancia. Para

laporcion B se han reconocido |as siguientes estructuras.

-CH =CH-; lCH-CH = CH-; cv-

CHs CH;

cHeg
C

Hs CH:

TABLA 7.5

GRUPOS FUNCIONALES PRESENTES EN LOS ACIDOS MICOLICOS
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TIPO CARACTERISTICAS ESTRUCTURASDE A
-CH=CH- - CH -CH
I No Oxigenado
CH;
1 M onoinsaturado -CH3 (No tiene R)
-CH—-CH -
- |
[l Metoximicolato CHs OCHs
-CH-CH -
v Cetomicolato | I
CH; O
-CH-CH-CH -
Vv Epoximicolato |
CHs @)
VI Dicarboximicolato HO - CO- (No tiene R)

TABLA 7.6

EJEMPLO DE MICOBACTERIAS Y LA OCURRENCIA DE ACIDOS MICOLICOS

Microorganismos

ACIDOSMICOLICOS

GRUPO TIPO
M.triviale, M.fallax A I
M.chelonae B [ 11
M.bovis BCG C [, 1V
M.tuberculosis D [ 11,1V
M.simiae E NI
M.smegmatis F 1LV
M.xenopi G [, 1V
M.scrofulaceum H 1,1V, VI
M.vaccae I [ 1,1V, VI

BIBLIOGRAFIA

Cage GD. 1992. High-Performance Liquid Chromatography Patterns of Mycobacterium gordonae
Mycolic Acids. J Clin Microbiol 30: 2402-2407.

Crowe LM, Spargo BJ, loneda T, Beaman BL. Crowe JH. 1994 Interaction of cord factor
(alpha,apha-trenalose-6,6' -dimycolate) with phospholipids. Bba-Biomembranes 1194

195



53-60.

loneda T. 1992. Isolation and Characterization of Mannose-6- monomycolate from Rhodococcus
rhodochrous. Chem Phys Lipids 62: 311-317.

196



CAPITULO 8

LA RESPUESTA INMUNE DE PACIENTES CON ACTINOMIOCETOMAS
Y EL DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE INFECCIONES POR NOCARDIA

BRASILIENSIS
MARIO CESAR SALINAS-CARMONA

El Micetoma es una enfermedad infecciosa cronica que afecta la piel y € tejido celular
subcuténeo y puede ser causado por dos tipos diferentes de gérmenes, cuando es producida por
hongos se denomina eumicetoma y cuando €l agente causal es una bacteria entonces se
denomina actinomicetoma. En México, el 98% de los casos de micetoma son producidos por
bacterias y sdlo € 2% es producido por hongos; entre las bacterias que mas cominmente
producen actinomicetoma en e caso de México esta Nocardia brasiliensis con el 86 %y le sigue
la Actinomadura madurae, Actinomadura pelletieri y Streptomyces somaliensis en mucho menor
escalaNocardia asteroides; en otros paises la distribucion anterior es diferente.

Los Actinomicetos son microorganismos que viven como saprofitos en e suelo, entre
ellos las bacterias del género Nocardia abundan en la regién de temperatura y humedad
comprendidas entre el tropico de Cancer y el tropico de Capricornio. Estos microorganismos del
suelo penetran lapiel y e tegjido celular subcutdneo a través de heridas o pequefios traumatismos
ocasionados por astillas 0 espinas de arbustos o de lalefia, y unavez en lapiel y € teido celular
subcutéaneo, inducen una inflamacion la cua se infiltra o se llena de polimorfonucleares y
posteriormente de macréfagos y linfocitos. Los mecanismos de patogenicidad y de virulencia en
el caso de Nocardia brasiliensis, no son del todo conocidos, méas adelante nos referiremos un
poco sobre el tema. Esta infeccién generamente se localiza en las extremidades superiores o
inferiores, pero también pueden presentarse en e dorso, por la costumbre de algunos seres
humanos de ciertas comunidades de cargar lefia; y entonces por ahi ocurre € traumatismo
minimo por el cual se introducen las bacterias, a paso del tiempo que pueden ser meses 0 afios
se produce una inflamacion cronica que deforma el area infectada con un aumento de volumen
importante. Luego se agregan abscesos que se abren y drenan un material seroso o sanguinolento
por el cual aveces descargan unas microcolonias del agente causal |0 que se le denomina granos
o granulos, e color de éstas es sugestivo del agente causal. Este material de las lesiones, se
cultiva en medio clasico paralaidentificacion microbiolégica, lo cual tarda generalmente mas de
tres semanas ya que se trata de microorganismos de crecimiento lento. (1, 2).

Nocardia brasiliensis es una bacteria gram positiva, parcia mente acido-alcohol resistente
gue comparte muchas caracteristicas y antigenos con bacterias del género Mycobacterium con €l
cual se encuentra relacionado (10). El aumento de volumen que produce la infeccion crénica en
el caso del actinomicetoma es generalmente indoloro y los pacientes tardan a veces afios en
buscar € auxilio médico. El tratamiento de estas infecciones es generalmente con antibiéticos,
pero también se incluye tratamiento quirdrgico que consiste en drengie y muchas veces
desafortunadamente también la amputacion aunque ésta es cada vez menos frecuente. En €l
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presente capitulo analizaremos agunos de los mecanismos de patogenicidad que se han
encontrado en el caso de Nocardia asteroides y algunos en e caso de Nocardia brasiliensis,
describiremos luego los materiales y 1os métodos para tratar de aislar y purificar antigenos Utiles
en el diagndstico seroldgico de las infecciones por Nocardia

ANTECEDENTES

Como ya vimos e micetoma es una enfermedad infecciosa cronica que cuando es producida por
bacterias se le denomina actinomicetoma. El diagndstico de estas infecciones se hace desde el
punto de vista clinico, en base de las caracteristicas y manifestaciones de cronicidad,
deformacion del érea, aparicién de abscesos y fistulas por donde drena ese material que ya
describimos anteriormente. Sin embargo, €l cultivo clasico, e aislamiento y la identificacion por
métodos microbiol dgicos toma mucho tiempo por ello desde 1979, autores como Blummer y
Kaufmman en un articulo publicado en el Journal of Clinical Microbiology (Blumer y Kaufman
1979) utilizaron una técnica poco sensible como la micro-inmunodifusion en agar para
serodiagnéstico de Nocardiosis. El hecho de usar técnicas de baja resolucion con mezclas de
antigenos no definidos quimicamente, hizo que los resultados fueran muy pobres ya que las
reacciones cruzadas son comunes entre anticuerpos de personas infectadas con bacterias del
género Mycobacterium y personas infectadas con bacterias del género de Nocardia por lo cua
esa prueba no trascendié mas alla del interés académico. En 1975 otros autores como Humphrey
y White publicaron en el American Journal of Science de 1975 (4) las reacciones serol 6gicas con
antigenos de Nocardia con préacticamente los mismos resultados; un alto niUmero de reacciones
cruzadas y una muy baja sensibilidad por lo cual la prueba no fue de utilidad clinica, debido a
que las reacciones cruzadas no permitieron diferenciar a los diferentes agentes causales.
Tambien hubo intentos por algunos otros autores usando modelos experimentales de infeccion,
de obtener algunas pruebas con utilidad, por gemplo las pruebas de fijacion de complemento,
incluso pruebas de hipersensibilidad tardia que fueron realizadas con extractos crudos, también
de polisacéridos pero inmunizando animales experimentales. La utilidad general de todas estas
pruebas fue muy limitada por las razones que podemos resumir asi: @) baja resolucion de las
técnicas inmunol 6gicas empleadas b) mezcla de antigenos crudos que cruzan antigénicamente
con las demés bacterias.

En & departamento de Inmunologia dela Facultad de Medicinay Hospital Universitario
de Monterrey, Nuevo Ledn, aislamos una bacteria del género Nocardia brasiliensis de un
paciente atendido por €l Dr. Oliverio Welsh en el Departamento de Dermatologia, esta bacteria
fue identificada como Nocardia brasiliensis por € Dr. Manuel Rodriguez Quintanilla del
Departamento de Microbiologia de la institucion y después la identificacion fue confirmada por
June Brown del CDC de Atlanta Georgia. Esta cepa de Nocardia brasiliensis se encuentra
registrada ahora en la ATCC con & nimero 700358, con esta bacteria se han realizado todos los
estudio que mas adelante se van adescribir con detalle.

En & Departamento de Inmunologia obtuvimos en colaboracién con e Dr. Oliverio Welsh
Lozano y el Dr. Manuel Rodriguez Quintanilla una serie de sueros de pacientes con diagnéstico de
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actinomicetoma confirmados con cultivos positivos en donde se identificd Nocardia brasiliensis
como agente causal, estos sueros fueron clasificados en sueros de pacientes activos, también se
obtuvieron sueros de pacientes tratados médicamente y quirdrgicamente gque fueron curados del
actinomicetoma, y sueros de pacientes con tuberculosis y lepra bien conocidos en e Hospital
Universitario, estos sueros fueron utilizados para identificar antigenos inmunodominantes en una
técnica de Western blot en donde se utilizaron todos los antigenos proteicos de un extracto
citoplasmico de Nocardia brasiliensis (Salinas-Carmona et al 1922). Con esta técnica de
Western blot se lograron identificar tres antigenos inmunodominantes que tienen un peso
molecular de 61,26 y 24 kilodaltones y se conocen precisamente con € nombre de P61, P26 y
P24, aunque se identificaron otros antigenos inmunodominantes se pudo observar que estos
ultimos cruzaban porque eran identificados y reaccionaban también con los sueros de pacientes
con tuberculosis y con lepra, por eso decidimos utilizar solamente P61, P26 y P24.

Posteriormente, dado que la prueba de Western blot es una técnica laboriosa para ser
utilizada en los laboratorios clinicos de rutina, decidimos desarrollar una técnica de ELISA que es
més sencilla para hacer la identificacion seroldgica de anticuerpos, contra € antigeno
inmunodominante P24 los detalles técnicos se describen mas adelante en este capitulo con la
técnica de ELISA desarrollada y Publicada en € Journa of Clinical Microbiology en 1993
(Salinas-Carmona et al 1993). Por primera vez se pudo obtener una prueba sensible y especifica
que identifica a las personas que estan activamente infectadas con Nocardia brasiliensis y que
permite ademés conocer a través del titulo de anticuerpos anti P24, s e paciente estd mejorando
como parte de tratamiento, ya que entonces € titulo de anticuerpos anti P24 disminuye
considerablemente hasta llegar a los niveles de deteccion del valor de corte de 0.2 unidades de
absorbancia. Cuando algunos pacientes que fueron diagnosticados como curados acudieron para la
prueba de ELISA, encontramos para nuestra sorpresa, que en agunos de elos € titulo de
anticuerpos se volviaaincrementar con lo cual fueron estudiados clinicamente y se pudo demostrar
que tenian una recaida de su enfermedad infecciosainicia por lo cual esta pruebaa medir € titulo
de anticuerpos contra un antigeno especifico, nos permite conocer cémo es la respuesta a
tratamiento y nos permite identificar |os casos de recaida.

Esta prueba ha sido redlizada en forma rutinaria desde 1992 en & Departamento de
Inmunologia del Hospital Universitario de Monterrey, Nuevo Ledn, y sirve como prueba de
referencia (Salinas-Carmona et al 1997) para diagnostico serolégico de pacientes sospechosos de
infecciones por Nocardia; esta prueba ha demostrado ya su utilidad clinica, como se menciona en
articulos publicados més recientemente, incluyendo el Manual de Microbiologia Clinica publicado
por la Sociedad Americana de Microbiologia. (Manual of Clinical Microbiology. American Society
of Microbiology).

OBJETIVO

El objetivo de este capitulo es describir los métodos para aidar, purificar e identificar los
antigenos inmunodominantes de Nocardia brasiliensis, asi como especificar |os detalles técnicos
pararealizar las pruebas de Western blot y de ELISA parad diagndstico seroldgico de infecciones
humanas por esta bacteria.
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MATERIAL Y METODOS
Cepa de Nocardia brasiliensis

La cepade Nocardia brasiliensis que se utiliza para el presente trabgjo, fue aidlada como se
menciono anteriormente de un paciente atendido en & Hospital Universitario de Monterrey, Nuevo
Ledn, con e Dr. Oliverio Welsh; y su identificacion fue confirmada por June Brown y ahora esta
registrado en la ATCC 700358, esta cepa es mantenida en cultivos y subcultivos en agar Sabouraud
y por inoculacion subcutanea en las patas traseras en ratones BALB/c para la reproduccion del
micetoma experimental y su aisdamiento y cultivo en Saburoud. Como se obtienen los antigenos de
Nocardia brasiliensis. Utilizamos cultivos de Nocardia brasiliensis que se redlizan a partir de
inoculos unicelulares de la manera siguiente: en matraces de Erlenmeyer de 125ml que contienen
30ml de medio de cultivo de infusién de cerebro corazén (BHI) o de un medio de cultivo a base de
peptona desarrollado en e Depto. de Inmunologia de nuestra ingtitucion y se mantiene a 37°C con
agitacion leve por 72 hrs. Estos matraces se sacan del cultivo y las bacterias se trata con un
sonicador para obtener suspensiones unicelulares, las cuales son utilizadas para inocular matraces
de 1 6 2 litros que contienen 150 6 175ml de los medios de cultivos descritos anteriormente los
cuales se mantienen ahora durante 7 dias en cultivo estacionario a 37°C

Obtencion del extracto celular crudo de Nocardia brasiliensis

Después de 7 dias de cultivo las bacterias son recolectadas y se mezclan todas las bacterias
obtenidas en los matraces, los cuaes se deben lavar exhaustivamente con agua destilada para
eliminar todos los restos ddl filtrado del cultivo; estas células son tratadas luego con un agente
dedlipidizante que consiste en una mezcla de etanol-éter en proporcion 1:1y luego 1:2 y finalmente
1:3 después de estos tres tratamientos las bacterias se consideran dedlipizadas y se dgjan secar a
través de un perevaporador 6 de una trampa de vacio para eliminar € resto de los solventes. Este
material se conoce como bacterias muertas, las cual es son después o sonicadas o0 molidas con polvo
de vidrio en mortero para después agregarse un buffer de Tris HCI con acetato de magnesio y por
agitacion mecanica utilizando un magneto a 4° se hace una extraccion a la mafiana siguiente se
recupera el sobrenadantes por centrifugacion y se vuelva agregar € buffer de extraccion por otras
doce horas adicionales en agitacion magnética constante. Luego, estos sobrenadantes se diaizan
con agua destilada a 4° C por 24 horas, con cambios constantes ddl liquido de didlisis, d final este
materia dializado que constituye & extracto celular crudo dedlipilizado se liofiliza y una de las
alicuotas sirve para cuantificar proteinas por € método de Bradfort y 6tra pararedlizar € andisis
por inmunoel ectrotransferencia (Salinas-Carmona 2000, 2001).
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ANALISIS DEL EXTRACTO CELULAR CRUDO EN GELES DE
POLIACRIDAMIDA EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES
(SDS-PAGE).

Una alicuota de este extracto celular dedlipilizado de N. brasiliensis se utiliza para hacer €l
andlisis de la composicién proteica que nos da unaidea del antigeno con € que sevaatrabgjar para
ello se utiliza e sistema discontinuo de LAEMMLI con un gel de empaquetamiento al 5%y geles
de corrimiento a una concentracion lineal a 12 % 6 en gradiente de 18 a 8.75 % preparados de la
manera como seve en lastablas 1y 2. El antigeno se mezcla con buffer de muestra hecho a base de
SDS al 10 % 2 mercaptotanol a 10 % volumen a volumen, sacarosa a 50 % en buffer Tris HCI
125 mM, ph 6.8 azul de bromofenol como indicador del frente de iones, esta mezcla se calientaen
ebullicién durante 2 minutos y unavez enfriado se aplica en € sistema para el ectroforesis la cual se
lleva a cabo a un voltge constante de 150 volts hasta que € colorante nos indica que llegoé a
extremo inferior del gdl e cua después setifie con plata d Coomassie para su andisis.

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (WESTERN-BLOT)

Las proteinas del gel se transfieren a papel de nitrocelulosa mediante la aplicacion de un
voltgie de 240 volts. durante 90 minutos, obviamente, se utiliza un sistema de enfriamiento para
evitar e calentamiento y la evaporacion del buffer asi como la ateracion de las proteinas. Al
término de la transferencia € papel se bloguea con cualquiera de las soluciones clésicas como
gelatina de pescado o leche descremada como se menciona més adelante; para e caso de ELISA
después se lava con las soluciones de lavado, se cortan lastirillasy luego de incubar durante 1 hora
a 37° C con los sueros problemas diluidos 1:25 en soluciones que contienen PBS-Tween 20,
diluido 1:1000 después de lavar 6 veces con la solucion de lavado estas tiras que contenian los
sueros reactivos de los pacientes que se deseaban probar se incuban con un suero comercial anti-
globulina humana, generalmente comprado en Sigma € cua esta conjugado a la peroxidasay se
incuban también durante 1 hora a 37° en agitacion constante. Al final las tirillas se lavan de nuevo
y se les agrega la solucion sustrato que contiene 3, 3 de diamionobencidina en PBS. Esta se activa
con perdxido de hidrogeno y después de un minuto la reaccidn se detiene con acido clorhidrico a
IN 6 con &cido sulfdrico.

PURIFICACION DEL ANTIGENO P24 PARA LA TECNICA DE ELISA

Una vez obtenido € cultivo de N. brasiliensis como se describi6 anteriormente, e extracto
celular crudo se precipitd con sulfato de amonio saturado a 50 % y después e sobrenadante fue
dializado exhaustivamente por mas de cuatro dias para eliminar todala sa y luego este dializado se
trata con Dnasa obtenido de los laboratorios Sigma. Una vez terminada la digestion con DNA asa
Se paso por una columna de filtracion en gel en un Sephadex G-100 y se recolectaron facciones de
2ml. Estas fracciones fueron anaizadas en electroforesis en gel poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes, es decir, en presencia de dodecil sulfato de sodio, calor y dos mercaptotanol y
aquellas fracciones que contenian P24 fueron utilizadas como la fuentes de este antigeno purificado

paralatécnicade ELISA que se describe a continuacion.
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TECNICA INMUNOENZIMATICA (ELISA) PARA ANTICUERPOS ANTI P24

La técnica utilizada y ha sido publicada y se resume de la manera siguiente: se utilizan
placas de poliestireno de fondo plano con 96 pozos y se sigue la técnica origina descrita por
Engvall con agunas modificaciones: la proteina P24 a una concentracion de 500ug por pozo se
disuelven en un amortiguador de acetato pH5 y se degja en incubacion a 4°C durante toda la noche,
a la mafiana siguiente se realizan cinco lavados con la solucion salina fosfato ph7.2, después los
pozos se bloguean con una solucion de leche descremada al 5% de PBS. Se vuelve a lavar en la
forma antes mencionada, luego los sueros de los pacientes y los controles se diluyen 1:500 y se
incuban a 37°C por una hora, después se lava exhaustivamente y se agrega los 200 microlitros de
un conjugado comercial de peroxidasa anti-globulina G humanay se incuba de nuevo a 37°C por
una hora. Luego se lavalaplacaotravez y se agregae cromdgeno sustrato compuesto de peroxido
de hidrogeno y ortotoluiding, la reaccion se termina con acido sulfdrico uno norma vy la
absorbancia se lee en € espectrofotdmetro a 492nm, los resultados por arriba de 0.2 unidades de
absorbancia se consideran positivas de acuerdo con |o publicado en nuestro laboratorio.
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TABLA 8.1

GEL DE CORRIMIENTO
Concentracion (% T) 8.75

Acrilamida-Bisacrilamida

B0%T,27%C). 2.04 ml. 4,197 ml.
Buffer TrisHCI 3 M, Ph 8.8. 1.32° 1.32¢
Laurilsulfato de sodio

(Sodium Dodecyl Sulfate, SDS.) a 10 %. 0.069 “ 0.069 “
AguaTridestilada 3.060 “ 0.645*
Glicerinaa 50 % 0.480 “ 0.740"
Persulfato de Amonio a 5% 0.025 “ 0.025“
N, N, N’, N, Tetrametiletilendiamina

(TEMED). 0.003 “ 0.003*
Volumen

total: 7.0ml 7.0ml
TABLA 8.2

GEL CONCENTRADORALS5%T

Acrilamida-Bisacrilamida

B0%T,27%C) 0.1665 ml.

Buffer TrisHCI 1 M, pH 6.8. 0.125 “
AguaTridestilada 0.66 “

SDSal 10 % 0.01 “

Persulfato de amonio a 5 % 0.014 “

TEMED 0.001 *
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CAPITULO 9

DETECCION Y TIPIFICACION DE ACTINOMICETOS PATOGENOS
BASADAS EN TECNICAS MOLECULARES

Hugo César Ramirez Saad

INTRODUCCION

La aplicacion de técnicas de Biologia Molecular ha abierto grandes posibilidades para la
deteccidn de bacterias que, como en el caso de muchos actinomicetos, resultan dificiles de aidlar,
cultivar e identificar. Bien sea porque solo conocemos parcialmente sus reguerimientos
metabdlicos, o que impide formular medios de cultivo apropiados, o porque a tratarse de
microorganismos de crecimiento lento, su aislamiento y correcta identificacion requiere de
periodos prolongados de tiempo, en adicién ala gran cantidad de trabajo que muchas veces esto
representa.

L as técnicas moleculares basadas en |a deteccion més o menos especifica de secuencias
de &cidos nucléicos, han permitido por una parte, incrementar notoriamente la capacidad de
deteccidn, evitando generalmente los pasos de aislamiento y cultivo. Mientras que por otra, han
refinado las posibilidades de identificacion y tipificacion para bacterias cultivadas.

En general, se han implementado dos grandes grupos de estrategias. € primero requiere
la obtencion de ADN gendmico, para su posterior digestion con enzimas de restriccion, y
andisis. Mientras que en el segundo, las necesidades de ADN en cuanto a cantidad y peso
molecular son menores, ya que este grupo de estrategias utiliza como elemento central la
amplificacion de fragmentos especificos de ADN, principalmente mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa o PCR.

En el presente capitulo se pretende dar una descripcion de las técnicas mas utilizadas para
detectar, identificar y tipificar actinomicetos patdgenos o potencialmente patdgenos, tratando de
presentar las ventgas y desventgas de cada técnica. Asi mismo, se hace una revision
bibliografica reciente de los resultados obtenidos con las técnicas descritas. Dado que la gran
mayoria de estas técnicas se reportaron en inglés y se nombran conforme sus siglas, por
comodidad y para evitar confusiones, alo largo del presente trabajo las seguiremos nombrando
en base a su denominacion original, o bien utilizando la encontrada mas frecuentemente en la
literatura.
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TECNICAS BASADAS EN ADN GENOMICO

Las dos técnicas més utilizadas de este grupo son Andlisis por Restriccion con
Endonucleasa (REA — Restriction Endonuclease Analysis), y polimorfismo de fragmentos
restringidos (RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism). La utilidad de ambas
técnicas esta enfocada a la tipificacién de aislados, principamente en brotes de infecciones
micobacterianas, tanto de humanos como de ganado (Viana-Niero et al 2001, O Brien et al
2000), aungue también se ha utilizado con propésitos taxondmicos para agrupar e identificar
distintos actinomicetos (Laurent et al 1996, Ritacco et al 1998, Y oung-Kil et al 2000).

Los pasos iniciales de ambas técnicas son similares, ya gque se requiere la obtencion de
una buena cantidad de ADN genomico de alto peso molecular e cual es digerido con
endonucleasas (ver Fig 1). En e caso de REA, e ADN restringido es separado mediante
electroforésis en gel de agarosa o poliacrilamida, que una vez tefiido produce un patrén de
bandas mas o menos complegjo, dependiendo del ADN utilizado y la endonucleasa que se haya
elegido (Singh et al 1999, Njanpop-Lafourcade et al 2001). Dentro de las desventgjas de esta
técnica esta la dificultad para separar una gran cantidad de fragmentos de ADN de tamafios muy
variables, ademés de que los patrones de bandas pueden resultar muy complejos para su andlisis
asimple vista (por €. patrones con mas de 18-20 bandas). En tal caso, se requiere €l apoyo de
paquetes computacionales apropiados, |0 que facilita la comparacion de varios patrones de
bandas, aun agquellos obtenidos en distintos geles.

Una forma particular de andlisis de restriccion de ADN gendmico, es la electroforésis en
gel de campos pulsantes o PFGE por sus siglas en Inglés (Pulsed-Field Gel Electrophoresis). En
esta técnica los aislados bacterianos crecidos en caldo de cultivo, son concentrados e incluidos
en blogues pequefios de agarosa. Las bacterias inmovilizadas son sujetas a lisis in situ mediante
una combinacion de detergentes y enzimas liticas, el ADN liberado es entonces digerido con
enzimas de restriccion cuyos sitios de corte, alo largo del genoma, son infrecuentes. Los bloques
con el ADN digerido son transferidos a un gel de agarosa para redlizar electroforésis, la que se
Ileva a cabo en un aparato especial, que permite cambiar la direccién de la corriente eléctrica en
intervalos predeterminados, generalmente muy cortos. Esto ocurre gracias a que € aparato
cuenta con varios pares de el ectrodos acomodados en forma paralela, diagonal o perpendicular a
gel. Estaforma de electroforesis permite una separacion més eficiente de fragmentos de ADN de
muy alto peso molecular, que pueden variar desde 10 hasta 800 Kb (Schwartz & Cantor, 1984).
L a documentacion de los patrones de bandas generados se hace de manerasimilar a REA.
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Figura 1. Pasos involucrados en € andlisis por restriccion con endo-nucleasas (REA), y en
polimorfismo de fragmentos restringidos (RFLP), ambas técnicas basadas en ADN gendmico,
poseen ademés varios procedimientos en comUn. Las marcas multiples en RFLP son resultado
delahibridacion con distintas copias en € genoma del marcador molecular seleccionado.

Los resultados obtenidos mediante PFGE, para tipificacion de aislados de M.
tuberculosis, demuestran gran concordancia con los resultados de otras técnicas (Singh et al.
1999). PFGE ha sido considerado por muchos autores como la técnica de tipificacion molecular
maés reproducible y con lamejor capacidad de discriminacion (Olive Bean 1999). También se ha
propuesto como la técnica de referencia para el monitoreo de seguridad de alimentos por la FDA

(1997).
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En RFLP, los fragmentos de ADN resultantes de la digestion son separados por
electroforésis en gel de agarosa, posteriormente, son transferidos a una membrana de acetato de
celulosa o nylon (normalmente mediante transferencia de Southern), a la cual los fragmentos de
ADN son unidos cova entemente. Esta membrana es utilizada en reacciones de hibridacion con
sondas de ADN o ARN, complementarias a secuencias especificas del genoma, las que pueden
estar presentes en una o varias copias (Fig. 1). La capacidad de resolucion del método se
incrementa notablemente conforme aumenta e numero de copias diana (marcadores
moleculares) en el genoma. En el andlisis por RFLP, el nimero, ubicacién e intensidad de las
marcas de la sonda alo largo del patron de bandas, es comparado para diferenciar entre distintos
aidados. Tanto REA, PFGE como RFLP presentan como principal desventgja la necesidad de
cultivar los aidados para obtener cantidades suficientes de ADN genémico que pueda ser
restringido.

Dentro de los marcadores moleculares mas utilizados para la tipificacion por RFLP de
cepas de M. tuberculosis se encuentran las secuencias de insercion (1S) localizadas en la region
de repeticion directa que se describe posteriormente. Las numerosas IS de esta region han sido
clasificadas y su abundancia ha permitido utilizarlas para generar perfiles de RFLP. Las
secuencias de insercion denominadas 156110 (Thierry et al 1990) e 1S986 (Das et al 1993) han
sido las mas utilizadas ya que se han encontrado de 1 a 20 copias por genoma en M. tuberculosis,
M. africanum y la mayoria de |las cepas de M. bovis. Mientras que la1S1081 (Collins & Stephens
1991) sdlo presenta de 5 a 6 copias en los mismos microorganismos, por 1o que el polimorfismo
encontrado mediante RFLP es menor (Suffys et al 2001). También se ha logrado con éxito la
tipificacion mediante IS de micobacterias con importancia veterinaria (Dvorska et al 2001).

A pesar de que e nimero de copias de 1S6110 parece estar relacionado con €l origen
geogréfico de los aislados de M. tuberculosis (Das et a. 1993, Viana-Niero et al 2001, O Brien
et al 2000) Latipificacion e identificacion de M. tuberculosis mediante el polimorfismo asociado
a 156110 ha sido ampliamente utilizada (Githui et al 1999, Soini et al 2000, . En un proyecto
apoyado por la Union Europea, se ha creado TBase (http://www.caontb.rivm.nl/), una base de
datos con patrones de RFLP/IS6110 para un gran nimero de cepas de M. tuberculosis. En lacua
se pueden comparar perfiles obtenidos mediante un protocolo estandarizado propuesto por van
Embden et a. (1993).

La utilizacion de sondas derivadas de secuencias repetitivas multicopia, en tipificaciones
RFL P de micobacterias, se encuentran ampliamente documentadas. L os marcadores moleculares
mas utilizados en estos casos han sido: las repeticiones directas (DR - Direct Repeats) (Poulet y
Cole 1995), e gen del 16S rRNA, también denominado 16S rDNA (Laurent et al. 1996), y un
grupo de secuencias repetitivas cortas, entre las que se encuentran las secuencias en tandem ricas
en GC (PGRS - Polymorphic GC-rich tandem Repeat Sequence) (Ross et al 1992, van Embden
et al 1995), Secuencias Intergénicas Repetitivas de Enterobacterias (ERIC — Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus sequences) (Sechi et al 1998), repeticiones de oligonuclebtidos
cortos, como €l triplete (GTG)5 (Wiid et al 1994), y las repeticiones en tandem del complegjo
polimérfico principal (MPTR —Major Polymorphic Tandem Repeat) (Hermans et al 1992).
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TECNICAS BASADAS EN AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN

La aplicaciéon de técnicas de amplificacion de fragmentos de ADN tales como PCR,
amplificacion mediada por transcripcion (TMA — Transcription Mediated Amplification),
amplificacion basada en secuencias de acidos nucléicos (NASBA — Nucleic Acid Sequence
Based Amplification), y otras, han producido un significativo avance en las capacidades, tanto de
deteccidn como de identificacion y tipificacion, a permitir larealizacion de algunas o todas estas
funciones partiendo de muestras ambientales, especimenes tomados directamente de pacientes
(esputo, exudado, heces, etc.), o una colonia aislada de un medio de cultivo. La aplicacion de una
técnica de amplificacion en combinacién con la hibridacion de &cidos nucleicos ha permitido el
desarrollo de varias metodologias mas 0 menos automatizadas, reduciendo notoriamente el
tiempo requerido para la obtencion de resultados.

PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR, es sin duda la técnica de amplificacion
mas comunmente utilizada. Originamente descrita por Mullis & Faloona (1987), varias
adaptaciones posteriores han permitido establecerla como una técnica de rutina en laboratorios
clinicos, forenses y de investigacion. Con la utilizacién de PCR se puede generar una gran
cantidad de copias (>10") de un fragmento diana de ADN, que esté flanqueado por secuencias
conocidas en cadenas opuestas. Bésicamente se trata de una reaccion enzimatica que ocurre en
un proceso ciclico de 3 pasos modulado por cambios de temperatura, requiriendo por lo tanto de
un termociclador, aparato especializado que permite calentar o enfriar de manerarapiday precisa
los tubos de reaccién puestos en la placa térmica del aparato, que posee orificios con el tamafio y
forma de los tubos de reaccion. Los reactivos necesarios para PCR se mencionan en laFig 2, un
elemento central de la reaccion es una ADN polimerasa termoestable, la més utilizada es la Taq
polimerasa, obtenida originalmente de la bacteria termdfila Thermus aquaticus.
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Figura 2. Esgquema del proceso de PCR, €l conjunto de los tres pasos bésicos; desnaturalizacion, alineaciéon'y
polimerizacion se denominaciclo. En teoria, a cabo de un ciclo se duplica el nimero de fragmentos de
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ADN. Los elementos requeridos parallevar a cabo la reaccion se mencionan en el recuadro de laizquierda.

El primer paso denominado desnaturalizacion, ocurre a 94-96°C, a esta temperatura €l
ADN pierde su estructura de doble cadena, desnaturalizdndose a cadenas sencillas. En €
segundo paso ocurre un acoplamiento (annealing) de los oligonucledtidos sintéticos
denominados cebadores (primers), con los segmentos especificos de ADN que presentan la
secuencia complementaria, la temperatura ala que ocurre dicho acoplamiento estara determinada
por la longitud y constitucion nucleotidica de los cebadores. En e tercer paso o de
polimerizacion, la ADN polimerasa efecta su labor utilizando los desoxirribonucledtidos
trifosfato (ANTP) y e ADN como molde, para generar una nueva cadena de ADN
complementario a la secuencia diana. Dado que la polimerizacién ocurre a partir de los
cebadores, a este paso también se le denomina como de extensién de cebadores. La temperatura
Optima para el funcionamiento de laenzima Taq polimerasa es de 72°C. Un ciclo tipico tiene una
duracion de 2 a 5 min, mientras que una reaccion completa requiere de 25 a 35 ciclos. Cabe
sefidar que en la mayoria de las reacciones hay dos pasos Unicos, es decir, no forman parte de
los ciclos, un paso inicia de desnaturalizacion procura asegurarse que todo € ADN que se
utilice como molde esté efectivamente desnaturalizado, y uno final de polimerizacién que busca
completar todas aquellas copias de ADN que no se halan extendido completamente. En los
libros editados por: Persing (1996), Newton & Graham (1997), Smeltzer (1998) pueden
encontrarse gran nimero de protocolosy aplicaciones especificas de PCR.

Hibridacion

Mediante la hibridacion de écidos nucleicos se puede determinar la presencia de una
secuencia nucleotidica especifica en una muestra de ADN. Esto puede lograrse debido a la
capacidad de los acidos nucleicos de doble cadena para desnaturalizarse a cadenas sencillas bajo
condiciones de alta temperatura o alcalinidad. Si el ADN es enfriado rapidamente, permanecera
en su estado de cadena sencilla, sin embargo, s € enfriamiento de la solucion se realiza
paulatinamente, el ADN retornara a su estado origina de doble hélice, o que ocurre gracias a
apareamiento de bases y secuencias complementarias en ambas cadenas. En este proceso
[lamado renaturalizacion, pueden ocurrir apareamientos entre cadenas complementarias que
origina mente no estaban unidas, formando moléculas hibridas.

En la técnica de hibridacion, el ADN desnaturalizado se fija irreversiblemente a un
soporte, normalmente una membrana de acetato de celulosa o nylon (Fig. 3). Otro elemento
importante en esta técnica es la sonda, que puede estar constituida por un oligonucleotido
sintético corto (longitud <30 nt.), de cadena sencilla, o bien un fragmento de ADN de longitud
variable (100 — 1000 pb) y cuya secuencia puede ser desconocida. Tanto el oligonucledtido
como el fragmento de ADN deben contener uno o0 varios grupos reporteros que permitan la
posterior deteccidon de la reaccion de hibridacion entre la sonday el ADN inmovilizado. La
especificidad de la reaccion se modula mediante temperatura'y cantidad de sales presentes en €
buffer de hibridacion, esto tiene como objetivo evitar la formaciéon de apareamientos parciales
entre la sonda y fragmentos del ADN inmovilizado, que contengan secuencias parcia mente
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complementarias, corriendo el riesgo de detectar fal sos resultados positivos.

Los grupos reporteros de la sonda pueden estar incorporados directamente en la
estructura del ADN o ARN, como en el caso de |las marcas radioactivas de P*? que forman parte
de agunos nucledtidos. Sin embargo, existen actualmente varios sistemas de marcado de sondas
y deteccion que no utilizan radioactividad, por €emplo los ofrecidos por Invitrogen
(http://www.lifetech.com/index/BioPrime.htm) y Roche Diagnostics (http://www.roche-applied-
science.com/prod_inf/manuals/dig_ man/dig51-52.pdf).

Mw grupo reportero WMM;%;%

WWM

ATV e Ll N bbb T T AL N L
MW
HIBRIDACION

P rerTTETETTTARTTCTE ST TTAT Ty W
M M

DNA DESNATURALIZADO
Y TRANSFERIDO A LAVADO DEL EXCESO DE

MEMBRANA SONDA LIBRE

DETECCION

Figura 3. Representacion esquematica del proceso de hibridacion. En el primer paso € ADN es fijado
covalentemente a la membrana, después de la hibridacion toda la sonda libre o formando uniones
parciales es lavada. La forma de deteccién estard determinada por €l tipo de grupo reportero que

presente la sonda.
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Apoyados en una 0 ambas de las técnicas anteriormente descritas, se han generado un
sinnimero de metodologias para la deteccién — tipificacion de todo tipo de microorganismos.
Para una revision y clasificacion de las metodologias genéticas para tipificacion de
microorganismos, se recomienda la propuesta por Vaneechoutte (1996). Dentro de estas
metodologias, las més utilizadas con actinomicetos en general y micobacterias en particular,
caen dentro de los grupos denominados SRFA (Selective Restriction Fragment Amplification) y
SRFH (Selective Restriction Fragment Hibridization). En las que una region del genoma o un
gen particular es amplificado de manera selectiva, y posteriormente es restringido, generando un
patréon de bandas caracteristico (SRFA), o ademés podra ser sujeto a hibridacion (SRFH). El
marcador seleccionado podré estar presente en una o varias copias en el genoma. Ambos grupos
de técnicas permiten una diferenciacion a nivel de especie y subespecie. Dentro de estos grupos
estan algunas técnicas denominadas hibridas, que hacen uso tanto de amplificacién como de
restriccion — hibridacién, tal es el caso de: Ligation- mediated PCR (Smith 1992), mixed-linker
PCR (Haas et al. 1993), y AFLP™ (Amplification Fragment Length Polymorphism) (Liny Kuo
1995). Una caracteristica de estas tres metodologias es la utilizacién de oligonucledtidos
adaptadores que permiten amplificar selectivamente algunos fragmentos de ADN que han sido
previamente restringidos, produciendo un patrén de bandas caracteristico. La metodologia
descrita por Haas et al. (1993) utiliza una combinacion de adaptadores y cebadores parcial mente
complementarios a 1S6110. A diferencia del 1S6110/RFLP, esta técnica genera el polimorfismo
por amplificacion selectiva de 1S6110, sin necesidad de hibridacion. Dicha metodologia ha sido
particularmente Util en la tipificacion de micobacterias, produciendo resultados similares a los
obtenidos con 1S6110/RFLP (Kremer et a. 1999).

Otro grupo de técnicas también basadas en amplificacion, pero que amplifican de manera
no selectiva regiones discretas del cromosoma, son agquéllas que hacen uso de un cebador corto
con secuencia arbitraria, es decir, los cebadores no estan dirigidos a un fragmento diana en
particular, sino que se ainearan en distintas posiciones del genoma, y sdlo aquellos que
encuentren posiciones cercanas en cadenas opuestas produciran un amplimero. Las dos técnicas
mas conocidas de este grupo son AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR) y RAPD (Randomly
Amplified Polymorphic ADN) fueron descritas de manera simultédnea por Welsh y McClelland
(1990) y Williams et al (1990) respectivamente. Ambas técnicas poseen un gran poder de
resolucion y pueden aplicarse a practicamente cualquier organismo, sin embargo, su
reproducibilidad es baja, debido a la susceptibilidad a producir diferentes patrones de bandas de
un mismo organismo, alln bajo condiciones muy similares. Por gemplo, diferencias en el modelo
de termociclador o en la marca de la Taq polimerasa utilizada, pueden producir perfiles
ligeramente distintos.

Spoligotyping

Se denomina asi a la tipificacion por oligonucleotidos espaciadores o spoligotyping (por
“spacer oligotyping”). Este método de tipificacion se basa en & polimorfismo que presenta un
locus particular del genoma, la region de repeticion directa (DR — Direct Repeat), que se
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encuentra presente exclusivamente en bacterias del complego Mycobacterium tuberculosis. El
locus DR fue originamente descrito en M. bovis BCG, consistiendo de 49 secuencias repetidas
de 36 pb cada una, las que estén interrumpidas por espaciadores no repetitivos de 35 a 41 pb
(Hermans et a. 1991). El nimero de DR varia enormemente entre los distintos integrantes del
complejo Mycobacterium tuberculosis. Mientras que los espaciadores generalmente estén
presentes s6lo una vez. Sin embargo, los espaciadores pueden contener o estar formados por
distintas 1S. El conjunto de un DR y su espaciador vecino se denomina repeticion variante
directa (DVR — Direct Variant Repesat) (ver Fig. 4).

Region DR

l 1 2 3 4 . 2 i » l
A —{or}—or J5{or}{orj5{or {1 HorJ{or f5{ orf—{or o]
T—T T~
D.V.R. ESPACIADORES -

B— - N B I oy B =
C— 1 I I o B s I e N e
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E—{ -+t HHH -
F—{ 1 I o O

Figura 4. Esguema de la organizacion de laregion DR mostrando en A los distintos elementos que la
forman. Las regiones DR marcadas B — F corresponderian a cepas con distinta organizacion en sus
respectivas regiones. La ausencia/presencia de cada D.V.R. seria especifica de cepa, mientras que la
secuencia de las D.V.R. permanece més o menos constante entre las distintas cepas. Se marca la
posible ubicacion de un elemento |S, como parte de uno de |os espaciadores.

Mediante “ spoligotyping” se puede detectar la presencia o ausencia de un nimero variable
de espaciadores, cuya secuencia es conocida. El primer paso en el método consiste en amplificar
por PCR la regién DR de alguna cepa. Los cebadores utilizados se basan en las secuencias
conservadas de los DR. Debido a la organizacion de la region DR, los amplimeros diferiran en
tamafo (Fig 5), ya que los cebadores se alinearan en cada zona complementaria de las multiples
DR que se encuentren en la region DR. Ademas, los propios productos generados durante la
reaccion, pueden actuar como molde en nuevos ciclos de amplificacion, si dichos amplimeros
comprenden varias DR, los cebadores podran alinearse en diferentes partes del amplimero. Detal
forma que todo €l conjunto de productos de PCR no podra proporcionar informacion confiable
sobre la secuencia o largo total de la region DR. Cabe sefidlar que todos los amplimeros
obtenidos estaran marcados ya que uno de los cebadores utilizados cuenta con un grupo
reportero (Fig. 5).
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El segundo paso involucra la utilizacion de los amplimeros obtenidos como sondas, las
cuales se aplican sobre una membrana previamente preparada, que estd montada en un aparato
para aplicar ADN (“blotting”) en dichas membranas. Dado que €l aparato cuenta con ranuras, se
pueden aplicar simulténeamente los productos desnaturalizados de varias reacciones de PCR,
uno en cada ranura, los cuales son retirados posteriormente, una vez que han hibridizado con los
oligonucledtidos unidos coval entemente ala membrana.

DR DR DR DR DR

<+~ —> <+ —> <+ —> <+ —> 4—® —P Cebadores

Grupo
reportero

Productos _ o
de PCR

de diferente
longitud

Figura 5. Ejemplo de la amplificacién por PCR de laregién DR, los productos diferiran en tamafio en
funcion de las varias posiciones de alineacion que encuentran los cebadores. Una cadena de los
amplimeros podra utilizarse como sonda debido a grupo reportero incorporado. Los multiples
amplimeros/sonda obtenidos hibridizaran con los espaciadores inmovilizados en la membrana de
spoligotyping, siempre que dicho espaciador se encuentre en laregion DR amplificada.

La membrana se prepara aplicando oligonucledtidos con secuencias de espaciadores
conocidos, en los canales provistos por € aparato, pudiéndose aplicar tantos oligonucleotidos
distintos, como ranuras tenga la mascara del aparato. En uno de los protocolos de spoligotyping
mas completo, propuesto por Kremer et al (2001), se utiliza una mascara de 45 ranuras, en laque
se aplican 43 oligonucledtidos correspondientes a distintos espaciadores encontrados en M.
tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG. Una vez fijados los oligonuclettidos, formarén carriles
paralelos a lo largo de la membrana. En e momento de la hibridacion la méscara se coloca de
manera perpendicular a la huella de los carriles de oligonucledtidos, de forma que cada
amplimero/sonda aplicado en cada ranura, pueda entrar en contacto con una parte de la huella de
los oligonucledtidos fijados. Una vez que se revelan las zonas en las que ocurrio hibridacion, se
obtendra una cuadricula en la que habra un patron de cuadros oscuros correspondiendo con
zonas de hibridacion positiva, intercalados con cuadros en blanco, en los que no ocurrid
hibridacion. Dicho patron se puede considerar una huella gendmica de la regién DR, que es
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especifico para los disitintos aislados del complejo Mycobacterium tuberculosis. Un protocolo
muy detallado y estandarizado para la realizacién de spoligotyping, se encuentra disponible en
http://www.caontb.rivm.nl/Manual §/principl.html.

Por su parte, Isogen Biosciences (http://www.isogen.nl) ofrece membranas con ADN
inmobilizado de espaciadores, para utilizarse en pruebas de spoligotyping especificas para cepas
de M.bovis/M.tuberculosis.

SISTEMAS COMERCIALES

Varias compafiias han desarrollado sistemas comerciales para la deteccion vy tipificacion
de actinomicetos de importancia médica, principalmente los del complejo Mycobacterium
tuberculosis. Todos los sistemas cuentan con un paso inicial de amplificacion de una secuencia
diana que puede ser ADN o ARN. Posteriormente, para la deteccion y en su caso cuantificacion
del amplimero obtenido, se han desarrollado dos grupos de estrategias. En € primer grupo, la
deteccion se hace mediante sondas de ADN que son grupo- o especie-especificas, seguido de
reacciones biogquimicas que permiten cuantificar e amplimero. A este grupo pertenecen los
sistemas. AMPLIFIED Mycobacterium tuberculosis Direct Test de Gen Probe Inc.
(http://www.gen-probe.com), que utiliza procesos exclusivos de Amplificacion Mediada por
Transcripcion (TMA — Transcription Mediated Amplification), seguido de un Ensayo de
Hibridacién Protegida (HPA — Hibrydization Protection Assay). El sistema AMPLICOR® MTB
desarrollado por Roche Diagnostics (http://www.roche-diagnostics.com), utiliza amplificacion
por PCR y un sistema de deteccion de sondas marcadas con biotina y ligandos de avidina
peroxidasa. Esta misma compafiia ofrece una variante altamente automatizada de su sistema,
denominada COBAS AMPLICOR™ MTB. Por su parte Abbott Laboratories
(http://abbottdiagnostics.com) y Becton Dickinson (http://www.bd.com) también tienen en €l
mercado sendos sistemas de deteccion denominados LCx Mycobacterium tuberculosis assay y
BD Probe Tec ET, respectivamente.

En & segundo grupo de técnicas, |os amplimeros construidos por PCR poseen un grupo
reportero incorporado directamente en uno de los cebadores. Posteriormente, estos amplimeros
son aplicados como sondas a tiras tipificadoras que tienen inmovilizado ADN de varias cepas
control, generalmente la region espaciadora entre el 16S y 23S r ADN. Las hibridaciones
positivas se evidencian mediante reacciones cromogénicas. Los sistemas comerciales se
denominan GenoType MTBC y GenoType Mycobacterium, producidos por Hain Diagnostica
(http://www.hain-lifescience.de)

Otro sistema comercial, también basado en una amplificacion inicial por PCR, pero que
utiliza como estrategia de identificacion/tipificacion, la secuenciacion automatizada de
fragmentos del 16S r ADN, es Microseq Microbia Identification System
(http://www.appliedbiosystems.com).

En los Ultimos afos, la creacion y desarrollo de metodologias basadas en ADN, para la
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deteccidn, identificacion vy tipificacion de microorganismos ha sufrido un desarrollo explosivo.
Estos métodos difieren en su facilidad de aplicacion e interpretacion, poder de discriminacion y
reproducibilidad. Un buen método debera cumplir con varios criterios con e fin de ser
ampliamente utilizado; @) todos los organismos de un grupo taxondémico deben ser tipificables
por la metodologia seleccionada, b) el método deberd, por un lado, diferenciar claramente
organismos O cepas no relacionadas, y por otro, demostrar las relaciones entre cepas
relacionadas, c) los resultados obtenidos deberan ser reproducibles, en ensayos intra e
interlaboratorios, provistos de la existencia de una metodologia estandarizada (Olive y Bean
1999).

Desafortunadamente, las metodologias que mejor cubren estos requisitos (v. g.
secuenciacion de ADN), poseen también otros inconvenientes, (complegjidad técnica, necesidades
altas de infraestructura, muy laboriosos, lentos) que los hacen poco utilizables. En este sentido,
las metodologias que generan huellas gendmicas permiten obtener resultados mas o menos
rapidos, mientras que sus necesidades técnicas y de equipo pueden variar. Sin embargo, varias de
estas metodologias han demostrado su eficiencia en cuanto a capacidad de tipificacion y
reproducibilidad. En un estudio interlaboratorio, Kremer et al. (1999), probaron distintas técnicas
basadas en varios marcadores genéticos, para la tipificacion de 90 cepas del complejo
Mycobacterium tuberculosis. Encontrando que 1S6110/RFLP, mixed-linker PCR y AP-PCR son
las técnicas con mayor poder de diferenciacion. Mientras que spoligotyping tiene una capacidad
media pero presenta ventgjas en cuanto a la interpretacion de resultados y a la posibilidad de
compararlos entre varios laboratorios.

Cabe sefialar que aunque no existe e método perfecto de tipificacion, existe latendenciaa
proponer metodologias estandarizadas que faciliten e intercambio de resultados y bases de datos
entre laboratorios. En un enfoque polifasico, estas metodologias deberdn comprender técnicas
microbioldgicas clasicas (cultivo, pruebas bioquimicas), inmunoldgicas (serologia) y pruebas
moleculares (van Belkum 2000).
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CAPITULO 10

PRINCIP10S DE TAXONOMIA NUMERICA

La idea de cuantificar las relaciones existentes entre las especies (taxa) se le ocurrio a
varios taxonomos desde principios de siglo y aun antes (siglo XVII1), como & boténico francés
Michel Adanson. Sin embargo ninguno de estos métodos propuestos fue adoptado por los
investigadores para su trabajo posterior.

Sneath y Soka (1957) explicaron esta situacion diciendo que los métodos no estaban lo
suficientemente elaborados para ofrecer una adecuada codificacion de caracteres, una forma facil
para € céaculo de las correlaciones y que no eran capaces de construir una clasificacion. La
taxonomia numérica ademas de usar un gran nimero de caracteres, para ser practica, requiere del
uso de computadoras para su cdculo; todo esto aunado a la tendencia de que la taxonomia debe
reflgar las vias evolutivas que se dan entre |os organismos.

Es obvio que esa taxonomia numérica primitiva no es capaz de ofrecer filogenias o cuerpos
deteoriasy principios alternativos, como es la taxonomia fenética.

Todos estos puntos contribuyeron a que la taxonomia numérica no fuera apreciada y su
desarrollo se retrasara préacticamente hasta nuestros dias. Sin embargo, quizalo que hizo posible su
popularizacion fue en primer lugar € advenimiento de las computadoras, a principio las
gigantescas méguinas de vavulas electronicas hasta las modernas computadoras personales; y en
segundo lugar, una acadorada controversia entre los taxdnomos, tanto tradicionales como
numéricos, que se vieron en la necesidad de reformular sus teorias y principios para asi poder
defender sus respectivos métodos.

Lataxonomiatradiciona le confiere diferente peso a cada caracter usado, aungue no existe
una regla clara para saber como aplicar ese peso; aln en la actualidad existen taxbnomos que
piensan que darle e mismo peso a cada caracter es una falta taxonomica grave.

De los principios adoptados por la taxonomia numéricaresulta natural que los grupos tienen
que formarse basados en € andisis de un gran nimero de caracteres, S se quiere que respondan
bien a las propiedades de predictividad que debe tener cualquier sistema de clasificacion. Esta
consideracion difiere diametramente de la taxonomia tradicional que se basa en la seleccion de
unos cuantos caracteres "filogenéticamente importantes'.

Algunos autores concluyeron que no existe ninguna razén légica para asignar diferente
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peso a los caracteres estudiados, ya que en un estudio de 17 OTUs (especies) ha sido puesto en
evidencia que aln valores 1.000 veces diferentes en 18 de 135 caracteristicas analizadas tienen
poco efecto en su taxonomia.

En cuaquier estudio de taxonomia numérica la cuestion de cuantos y cudles caracteres
tomar en cuenta es de capital importancia. A menos que cada caracter pudiera proveer informacion
independiente de un gran nimero de loci, no se puede aceptar que un numero reducido de
caracteres, digamos 40, podria representar una fraccion razonable de la informacion genética del
taxon descrito puesto que los taxa estan definidos por la coincidencia de muchas caracteristicas,
que por otro lado no necesariamente estén presentes en todos los miembros de un taxon.

Esta postura se opone a la taxonomiatradiciona que plantea que los taxa son monofiléticos
y por lo tanto se puede establecer que una clasificacion sera més "natural” entre mayor sea €l
ndmero de propiedades estudiadas.

Laforma de sortear este problema es mediante €l uso de caracteres estables que se gjusten a
laHipotesis de la Correspondencia Asintotica de Sneath y Soka que establece que a partir de un
cierto nimero de caracteres analizados, lainclusion de mas caracteristicas ya no afecta la estructura
taxonomica encontrada (Figura 7.1).

Hipotesis de la Correspondencia Asintética
(Sneath y Sokal, 1963)

A
>150 pruebas

150 pruebas

100 pruebas

De 40 a 60 pruebas

Nuamero de grupos encontrados

<20

Numero de pruebas usadas

Figura7.1

La introduccién de los principios Adansonianos permitié resolver muchos de |os eternos
problemas asociados con la clasificacion e identificacion bacterianas. A las cepas aidadas se les
prueban muchos caracteres cuyo peso es e mismo y se forman especies (taxa) numéricamente
definidas que reflgan su smilitud.
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Estos grupos pueden representar nuevas especies 0 pueden quedar asociadas a cultivos de
referencia que hayan sido incluidos en e andliss.

Unavez que una clasificacion numérica ha sido construida, se puede determinar cudles son
los marcadores especificos del grupo y asi poderlos proponer para su identificacion. Esto dalugar a
claves dicotomicas y tablas que pueden ser usadas posteriormente en la identificacion de
microorganismos anivel de diagndstico clinico.

Es evidente que se requiere analizar un gran nimero de cepas para poder aplicar €
tratamiento estadistico adecuado que e daré confiabilidad alas claves.

En la taxonomia numérica € punto de partida generamente es la construccion de una
matriz n x t donde n representa e nuimero de caracteres determinados para cada cepay t es
nimero de cepas. En lo que podria llamarse |a taxonomia numérica convenciona, esta matriz se
usa para determinar e parecido entre las cepas calculando los coeficientes de similitud.

Los resultados de estos andlisis generalmente se presentan en la forma de dendrogramas
y/o matrices jerarquizadas.
El propdsito primario de la taxonomia numérica es el de proveer clasificaciones que sean precisas,
reproduciblesy que contengan un gran contenido de informacion.

El uso de técnicas numéricas para la construccion de clasificaciones bioldgicas nos lleva a
comprender que la circunscripcion de taxa sigue ciertos principios establecidos y no es ago que
simplemente sucede.

Los pasos l6gicos y la secuencia a seguirse, pueden ser aplicados a todas las ramas de la
Biologiay la Sistemética. Estos pasos, en €l caso de las bacterias, son los siguientes:

1. Las bacterias (t) por ser clasificadas son colectadas y examinadas a través de un nimero grande
de pruebas (n) bioquimicas, morfolégicas, nutricionales y fisiologicas. En seguida se prepara una
matriz de datosn x t (Figura 7.2).

PRUEBAS
A|B|CID|E|F |G
w V| - H ] E] -]
o]
= 2| 4| - |+ |+ tl+ |+
24
Z 3| H[H|+H | FH[FH]|+H[+ ]+
o]
X o4 + -+ ]+
o]
2 s +|+|+]|+]|-]- +
3]
s 6 AR N
B o +]+[+]+]-]+ +
w
& 8| + + - |+ +
1]
O 9 - [+|-|+|+]|-|+]+
10 + - ++ | +

223



Figura7.2 MATRIZ DEDATOSn x t

2. Utilizando los resultados de la matriz de datos las cepas son clasificadas con base en sus
similitudes o diferencias.

3. Las cepas que parecen muy proximas launa ala otra, son agrupadas (usando técnicas para hacer
"grupos’).

4. Los grupos numéricamente definidos son examinados y cualquier caracter que los distingue, es
extraido de la matriz de datos y andizado estadisticamente para ser propuesto como prueba de
identificacion con valor diagnostico.

Finamente, podriamos resumir |os principios de |a taxonomia numérica como sigue:

A. Lataxonomiaideal es aquellaen la cua las taxa contiene e maximo de informacidn basada en
el mayor nimero posible de caracteres.

B. A cadacaracter seledaun peso igual a crear taxa naturales.

C. El grado de relacién entre dos unidades taxondmicas operacionaes (OTUS) es una expresion de
lasimilitud presentada por |os diversos caracteres que son comparados.

D. Se pueden relacionar grupos distintos debido a que existe correlacion entre diversos caracteres
en los taxa que se estén estudiando y que pudieran ser producto de procesos de evolucion
convergente.

E. Lataxonomia es una ciencia estrictamente empirica.

PROCEDIMIENTOS OPERACIONALES

a) Recoleccion de Datos

En la taxonomia numérica los microorganismos deben ser estudiados a menos en 50
propiedades los grupos que se establecen basados en € estudio de pocas propiedades son poco
confiables.
Las propiedades positivas se deben registrar como (+) y las negativas como (-) y entonces se
procede a construir unamatriz n x t.

b) Medidas de semejanza

Cada cepa deberd ser comparada con cada una de las restantes, y € grado de semejanza se
determina por medio de algun coeficiente de smilitud. La codificacion de los resultados se hace a
partir de unatablade 2 x 2 (fig 7.3), donde a significa que ambos microorganismos dan positivala
prueba, b y ¢ significa que € resultado de la prueba es diferente para cada microorganismo y d
significa que ambos microorganismos dan |a prueba negativa.
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Para propositos del cllculo se consideraqueay d tienenun valor de 1, entantoqueb y c
tienen un vaor de cero.

Resultado posible de una prueba
Microorganismo # 1

-4

—_—
—
— QOrganismo 1=+ Organismo 1= -
Organismo 2=+ Organisbmo 2=+
QOrganismo 1= Organismo 1= -
QOrganismo 2= - 0rganisdmo 2=-

Figura7.3 TABLADE2x 2

+

Resultado posible de una prueba
Microorganismo # 2

El Coeficiente de similitud simple (Ssm) se calcula con laférmula:

%Ssn =NUmero de caracteres compartidos x 100
NUmero total de caracteres

También puede expresarse como:

%Ssm = (Za +2d) x 100

n
Donde Xa es €l nimero de caracteres (+) positivos compartidos entre dos cepas, Sd € nimero de
caracteres (-) negativos compartidosy n € nimero tota de caracteres.

La otra medida de semejanza mas usada es € Coeficiente de similitud de Jacard (S;), que se
caculaconlaformula

%S = Xax 100
Ta+2b+Xc
Donde Xa es el nimero de caracteres (+) positivos compartidos entre dos cepas, en tanto
que Zby Zc son € nimero de caracteres no compartidos.
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El S produce valores de similitud mas bajos que € Sgy, Sin embargo, no se ve afectado por
pruebas mal escogidasy que |6gicamente darian coincidencia con resultados negativos, sin que, por
esto se pueda decir que la falta de una propiedad en |os microorganismos los emparente mas.

Con los datos recolectados podemos generar una matriz de similitud no jerarquizada. Veamos

algunos gemplos de matriz de similitud no jerarquizaday su diagrama sombreado. En este ggemplo
se usaron 100 caracteres para comparar a 11 organismos (Figura 7.4).
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CEPAS

CEPAS

MATRIZ NO JERARQUIZADA
Coeficiente de Similitud Simple (S.,)

11100

2| 100 100

3| 100 100 100

41 15 15 15 100

5|15 15 15 100 100

6| 15 15 15 100 100 100

71 15 15 15 100 100 100 100

8169 69 69 156 15 15 15 100

9169 69 69 15 15 15 15 100 100

100 76 76 76 7 7 7 7 92 92 100

M1y 76 76 76 7 7 7 7 92 92 100 100

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1
CEPAS
DIAGRAMA SOMBREADO

CLAVE

1 % de Similitud

2 Bl oo

3 WHRN °0-99
T 71-89

g. 777 5170

6

7'.- w

8

oy

10 !

4
CEPAS

Figura 7.4 Matrices no jerarquizadas
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ANALISIS DE GRUPO

Las cepas que fueron estudiadas en la matriz de similitud no jerarquizada, ahora deben ser
acomodadas en grupos, a esto se le denominara "Andlisis de grupo”. Una de las técnicas més
usadas es €l llamado "Andlisis grupa derelacion simple’.

Con esta técnica la matriz de similitud no jerarquizada es rastreada para detectar valores de

similitud del 99% y este proceso es repetido a través de una reduccion consecutiva de niveles a
1%.

Cada cepa es extraida de la matriz en € nivel mas ato de similitud con cualquier otra cepa.
En el gemplo anterior, los organismos 1, 2 y 3 serén extraidos primero de dicha matriz seguidos de
los organismos 10 y 11, si un organismo es ya miembro de algin grupo establecido, € nuevo
organismo seleccionado se une a ese grupo.

Si ninguno de los dos organismos pertenece a un grupo establecido estos forman € nlcleo
de un nuevo grupo. Los grupos establecidos se unen entre si a més ato nivel de similitud que
exista entre cualquiera de los miembros constituyentes. Este proceso se completa cuando todos los
grupos se hayan unido paraformar un grupo agregado. Asi se completael analisis de grupo.

L os resultados genera mente son expresados bajo laforma de DENDROGRAMAS (Figura
7.5).

De manera dterna o adicional los resultados pueden ser expresados en diagramas
sombreados jerarquizados que se construyen colocando los organismos en e mismo orden como
aparecen en e dendrograma (Figura 7.6).

MATRIZ JERARQUIZADA
Coeficiente de Similitud Simple (S,,)

11100
2| 100 100
3|100 100 100

10| 76 76 76 100

<C 11| 76 76 76 100 100

0 8|69 69 69 92 92 100

w 969 69 69 92 92 100 100

O 7|15 15 15 7 7 15 15 100
6|15 15 15 7 7 15 15 100 100
5|15 15 15 7 7 15 15 100 100 100
4|15 15 15 7 7 15 15 100 100 100 .100

1 2 3 10 11 8 9 7 6 5 4
CEPAS
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Figura 7.5 Dendrograma de |os datos de la Matriz jerarquizada

DIAGRAMA SOMBREADO

CLAVE
% de Similitud

1
2 Bl oo
3 B <o-9s
10 it 71-8e
(7p) 11 @] 51-70
s ] <51
i 8 00
W
w7
O 6|
5|
4 | i
1 2 3 10 11 8 9 7 6 5 4
CEPAS
Figura 7.6 Matrices jerarquizadas

DETERMINACION DE GRUPOS (FENA)
La determinacion de los grupos es ain un trabgo subjetivo y existen muy pocas reglas

estédndar para hacer este procedimiento.
En e gemplo indicado, los organismos 1, 2 y 3 comparten un alto grado de similitud y son muy

distintos delosorganismos 10y 11.

El primer grupo es bastante compacto definido arededor del 98 % de similitud (%0S).

Aungue los organismos 10 y 11, por un lado y los organismos 8 y 9 forman grupos compactos, se
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encuentran poco asociados entre si y formarian un grupo difuso junto con losorganismos 1, 2y 3 s
el fenaes definido en e nivel del 75% de similitud.

Si e fena es definido arededor del 85% de similitud, estos organismos podrian formar dos
grupos, uno con 3 miembros muy parecidos entre si y € otro formado a su vez por dos grupos de 2
miembros cada uno.

De la misma manera se puede interpretar la relacion que pudiera existir entre € grupo
formado por las bacterias 1, 2, 3, 10, 11, 8y 9 con € grupo compacto constituido por 5,4, 7y 6.

Cuando € fena ha sido bien definido, esto es, cuando la clasificacion ha sido completada,
suele ser posible @ construir una Clave de Identificacion, por medio de la cual aislados bacterianos
desconocidos, pueden ser asignados a un fena en particular. Para hacer esto, las caracteristicas que
distinguen a grupo son extraidos de la base de datos y se define un marcador.

Esto se denomina peso a posteriori.
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APENDICE

FORMULAS DE LOS MEDIOS DE CULTIVO PARA AISLAMIENTO Y
CRECIMIENTO DE ACTINOMICETALES

1. Agar Nutritivo- Glicerol (McClung, 1949)

Extracto de carne 30g
Peptona 50¢9
Agar 150¢g
Glicerol 20.0g
Aguadestilada 10L
pH 7.0

2. Agar de Bennett (McClung, 1949)

Extracto de levadura 109
Extracto de carne 10g
N - Z aminaA 2049
(Caseina digerida; Sheffiekd Farms)

Agar 15.0¢g
Glucosa 1009
AguaDestilada 10g
pH 7.3

3. Agar Extracto de Suelo - Glicerol (Gordon y Smith, 1955)

Peptona 50¢g
Extracto de carne 309
Gliceral 70049
Agar 1509
Extracto de suelo 10L

(El extracto de suelo fue preparado tamizando 1 kg de suelo jardin secado al aire através de
un tamiz de malla N° 9, esterilizado con 2.4 litros de agua corriente a 121°C por una hora, se agit6
y filtré a través de papel. Cuando se hacia necesario. El extracto fue clarificado por la adicién de
talcoy vuelto afiltrar).

4. Agar de Concentracion Media de Nutrientes (Corbaz, Gregory y Lacey, 1963)
Agar nutritivo granulado Oxoid 149
Agar 109
Aguadestilada 10L
pH 74
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5. Agar Extracto de Levadura -Extracto de Malta (Pridam et. al 1957)

Extracto de levadura 409

Extracto de Malta 1009

Glucosa 409

Agar 2009

Aguadestilada 10L

pH gustado a 7.3 con KOH

6. Agar Jugo de Vegetales V-8 (Corbaz, Gregory y Lacey, 1963)

Jugo vegeta V-8

(Campbell’s Soups LTD) 180.0 ml

Carbonato de calcio 209

Agar 21049

Aguadestilada cbhp1.0L

pH gustado a 7.3 con KOH

7. Medio Gelatina (Bojalil y Cerbon, 1959)

Gelatina 409
Aguadestilada 10L
pH 7.0

8. Agar Sabouraud

Glucosa 40.0g
Peptona 1009

Agar 2009
Aguadestilada 10L

pH gustado a5.6

9. Agar Glucosa - Neopeptona (Emmons, Binford y Utz, 1970)

Glucosa 2009

Neopeptona 1009

Agar 2009
Aguadestilada 10L

pH gustado de6.8a7.0
10. Agar Jensen (Jensen, 1930)

Glucosa 209

Caseina 109

(disueltaen 10 ml de NaOH 0.IN)
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Fosfato de potasio dibasico 059

Sulfato de magnesio. 7H,0 029

Cloruro Férrico. 6H0 trazas

Agar 150g
Aguadestilada 10L

11. Agar Extracto de Levadura (Gordon y Smith, 1955)
Extracto de levadura 1009

Glucosa 1009

Agar 150¢g

Agua corriente 10L

pH 6.8

12. Agar de Quitina Coloidal. (Johnston, 1971M Lingappa, 1962; Willoughby 1968).

Usado frecuentemente en la Escuela de Post grado de Estudios en Ciencias Bioldgicas de la
Universidad de Bradford.

Quitina Cruda: Quitina, grado practica. Ejemplo: Cascara de Camardn de Sigma Chem. Co.

Purificacion:

1) Lavar alternadamente por periodos de 24 horas con hidréxido de sodio 1M y &cido clorhidrico
1M, 56 6 veces.

2) Lavar con etanol a 95% (industrial) 3 6 4 veces.

3) Decantar & exceso de etanol dgar secar.

Este tratamiento da un producto blanco con una pérdida del 30% a 40%.

Para 5 litros de Agar Quitina.

Hidrdlisis:

1) Disolver 20 g de materia purificado en 60 ml &cido sulfurico a 50% a temperatura ambiente,
con agitacion constante durante 60 a 90 minutos. La hidrdliss acida no debe permitirse
indefinidamente.

2) Filtre lasolucion através de un embudo Buchner con fibrade vidrio.

Precipitacion:

1) Para filtrar 10 litros de agua destilada fria, utilice dos vasos de precipitados de 5 litros
sumergidos en agua con hielo.

2) Agitese con lentgjas de hidroxido de sodio lentamente hasta llevarse a pH de 7.0 (Mantenga los
vasos de precipitados en bafio de hiel o)

Concentracion:

1) Dejar reposar |os vasos de precipitados una a dos horas, decantar e sobrenadante.
2) Pasar la suspension a matraces grandes y dejar en reposo toda la noche.

3) Decantar € sobrenadante. Debe rendir de 1.0 a 1.5 litros de una suspension lechosa
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Eliminacion del Sulfato de Sodio:

1) Centrifugar a 3000 rpm durante 15 minutos a 20°C.

2) Decantar € sobrenadante.

3) Enjuagar con 200 ml de agua destilada.

4) Repetir la operacion seis veces.

5) S & sobrenadante final, continla siendo positivo a sulfato, este podra eliminarse en parte
usando cloruro de bario, € cua deberd ser eliminado posteriormente enjuagandose con agua
destilada.

6) Almacenar € precipitado cremoso a4°C bien mezclado.

Peso Seco:
1) Pesar 10 g de la pasta cremosay evaporar a sequedad en un horno al vacio a 60°C.
2) Calcular € peso seco de quitina por gramo de pasta.

Preparacion del Agar:

Quintina coloidal 2 g (en forma de pasta)
Cloruro de potasio 1719

Carbono de calcio 0.02g

Sulfato ferroso .7H.0 001g

Solucion por separado y agregar a total.

Sulfato de magnesio .7H, 0 0059

Fosfato de sodio dibasico 1.63¢g

Aguadestilada 10L

Mezclar losreactivos en € orden citado.
Ajustar € pH a 7.0 con &cido sulfurico o hidréxido de sodio.
Agar oxoid N° 3 1809

L os reactivos deben ser grado quimico.

Disolver e agar en la solucién y esterilizar en autoclave 30 minutos a 15 libras de presion.

Para aidlamiento en cgjas de Petri, afiadir 2.0 ml de una solucién de actidiona filtrada a través de
unamembrana. Actidiona 10 mg por ml.

Después de mezclar, degjar solidificar en una superficie friay colocarlas en una camara himeda.
Almacenar a 50°C o bien incubar las cajas inoculadas en su caso, de preferencia en su bolsa de
plastico con € fin de prevenir € secado o bien la contaminacion.

1) Después de esterilizar, aparecera en las botellas un precipitado grueso que corresponde en su

mayoriaaquitina
2) Las cgjas no deberdn contener burbujas, particulas grandes o grumos.
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13. Medio para Morfologia de Nocardia, Rhodococcus y Mycobacterium por Tsukamura

(1967).

De un cultivo en medio de Loewestein- Jensen setransfiere d siguiente medio:

Fostafo de Sodio Monaobasico 0.78¢ AguaDestilada 10L
Fosfato de Sodio Dibésico 8.65¢ pH 7.8
Acido Picrico 209

Succinato de Sodio 20g

Distribuir 4 ml por tubo (17x170 mm), esterilizar a 121°C durante 20 minutos.

Se inocula con dos asadas, se agita vigorosamente e incuba a 28°C. Se observa durante 1, 2y 3
dias.

L os organismos crecen como una masa mucosa a fondo del tubo. Setoma el crecimiento (usar asa)
se coloca en un portaohjetos, se seca a 45°C en una estufa, se fija con calor y se tifie por Gram'y
Ziehl-Neelsen.

14) Medio de Schaal para diferenciacion de cepas de Nocardia asteroides (Schaal, 1974).
Medio Base:

Fosfato de potasio monobéasico 15¢g
Sulfato de magnesio 059
Cloruro decalcio 01lg
Sulfato de amonio 509
Nitrato de potasio 059
aguadestilada 10L
Ajustar pH 75

Se adiciona a este medio, bga concentracion de soluciones de los diferentes elementos de
crecimiento y elementos traza; la concentracion de las diferentes fuentes de carbono varia desde
1% a0.002 M.

Esimportante:

a) Usar compuestos de alta pureza

b) El materid de vidrieria, instrumentos, etc., deberan estar tanto quimica como
bacteriol 6gicamente descontaminados.

c) Distribuir e medio en cantidades de 3 ml por tubo.

d) La cepade Nocardia debe ser bien homogeneizaday lavada, en forma esteril.

15. Medio "*Ogawa Egg"*
Fosfato de potasio monobasico 1% 100 ml

Glutamato de sodio 1% 100.0 mi
Huevos completos 200.0 ml
Gliceral 6.0 ml
Verde de malaguita 2% ac. 6.0 ml
pH 6.8

Distribuir 8 ml por tubo de 17 x 170 mm.
Dejar en cufia
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Esterilizar a 95°C durante 60 minutos

16. Medio de Sauton (Modificado por Mordarska, 1968)

Asparagina 509
Fosfato de potasio monobéasico 509
Glucosa 1509
Hidrolizado de caseina 209
Acido citrico 15¢
Sulfato de magnesio 059
Sulfato de potasio 059
Citrato férrico amoniacal Trazas
Aguadestilada 10L
pH 7.2

Laglucosa se esteriliza por separado.

17. Medio de Sauton

Asparagina 409
Acido citrico 209
KoHPO, 0.5 g
Citrato Férrico Amoniaca 0059
Glicerina 48.0 ml
Solucién minima de sales 1.0ml
Aguadestilada cbp 10L
Ajustar apH 7.2 - 7.4 con NH,OH.
Solucién minima de Sales

ZnS0O, 10.0 mg
CaCl, 50.0 mg
CoS0O4 10.0mg
Agua destilada cbp 100.0 ml

Conservar en una botellaambar en refrigeracion.

18. Medio para Determinacion de Descomposicion de Caseina

A) "Skim Milk" en polvo 1009
Aguadestilada 100.0 ml
B) Agar 2049
Aguadestilada 100.0ml

Esterilizar por separado, mezclar y distribuir en placas. Se recomienda usar placas divididas en 4
compartimientos; pararealizar 4 pruebas en una sola placa. Seinocula, seincubay examinaalos 7
y 14 dias.

L a prueba positiva presenta aclaramiento del medio arededor y por debgo del crecimiento.
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18. Medio para Determinacion de Descomposicion de Xantina, Hipoxantina y Tirosina

A) Tirosina
Hipoxantina
Xantina

05¢g
05¢g
04g9

Por separado mezclar en 10 ml de agua destilada y esterilizar.
Esta solucién se mezcla en 100 ml (cada uno por separado) de agar nutriente.

B) Agar Nutriente:
Peptona

Extracto de carne
Agar
Aguadestilada

pH

50¢9
30¢9
15.0g
10L
7.0

Lamezclase dgaenfriar a50°C y después se distribuye en placas (4 compartimientos).
IMPORTANTE: los cristales deben quedar bien distribuidos en € medio, seincubay se observa.
L a prueba positiva presenta aclaramiento del medio arededor y por debao del crecimiento.

20. Medio para Determinacion de Descomposicion de Hipurato (Caldo)

Triptona

Extracto de carne

Extracto de levadura
Glucosa

Fosfato de sodio dibasico
Acido hipurico (sa sodica)
Aguadestilada

1009
309
109
10g
50g
1009
10g

Esterilizar y dgjar en reposo, aplicar un indeculo grande, incubar de 4 a6 semanas

LECTURA: setoma 1 ml del sobrenadante con crecimiento y se mezcla con 1.5 ml de una solucion

de &cido sulfarico 50% (v/v).

Se examina esta mezcla después de 4 horas.
L as pruebas positivas presentan cristales de &cido benzoico.

21. Medio para Determinacion de Descomposicion de Urea

Puede usarse caldo de Urea"BBL"
Inocular con crecimiento en caldo

L eer semanal mente hasta completar 4 semanas. Usar control.

22. Medio para Determinacion de Descomposicion de Esculina (Caldo Esculing)

238



Esculina 10g

Citrato férrico 059
Peptona 10.0g
Cloruro de sodio 59
Aguadestilada 1.0L

Se prepara caldo control, € cua no tiene esculina, se inocula con agunas gotas de crecimiento en
caldo. Se observa por 4 semanas.
En lareaccion positiva existe ennegrecimiento del caldo

23. Medio para Determinacion de Resistencia a la Lisozima
A) Caldo glicerol

Peptona 50¢g
Glicerol 7009
Agua destilada 1L

B) Preparacion delaLisozima

Lisozima 100 mg
Solucion de Acido Clorhidrico 100 ml

Disolver y esterilizar por filtracion.

Mezcla

95 ml caldo glicerol esteril, 5 ml lisozima esterilizada por filtracion. Se distribuye en tubos en
forma estéril. Se deben preparar tubos con medio control: caldo glicerol sin lisozima.

Inéculo: Unagota de cultivo en caldo. Incubar y observar hasta después de 4 semanas.

Prueba Positiva: s hay crecimiento en |os dos tubos (tubo con lisozimay sin lisozima).

Prueba Negativa: S no hay crecimiento o es muy pobre en e medio con lisozimay grueso en €
tubo control.

24. Medio para Determinacion de Acidificacion de Carbohidratos

Medio Base:

Fosfato de amonio dibasico 1.0g
Acido clorhidrico 0.02g
Sulfato de magnesio .7H,0 0.29
Agar 15.0g
Aguadestilada 10L

Se agrega d medio 15 ml de una solucion de purpura de bromocresol a 0.04% para cada litro de
medio base. El pH debe ser de 7.0. Se estexiliza

Se agrega 0.5 ml de cada carbohidrato, (solucién al 10%) esterilizado por filtracidn, cada tubo con
5 ml de medio base.

L os medios se inoculan con varias gotas de crecimiento en caldo. Se incuba por 4 semanas.
Reaccion Positiva: color amarillo. Acidificacion del medio.

Se recomienda @ uso de los siguientes carbohidratos: arabinosa, fructosa, galactosa, inositol,
lactosa, manitol, manosa, ramnosa, sorbitol, trealosay xilosa
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25. Medio para Determinacion de la Utilizacion de Citrato, Malonato y Succinato
Medio Base:

Cloruro de sodio 19

Sulfato de magnesio .7H,0 029

Fosfato de amonio dibasico 0.1g

Fosfato de potasio monobésico 0.59

Agar 159

Aguadestilada 10L

Indicador Rojo de Fenol 0.04% (p/v) 20mi/1000 ml de medio
Citrato de sodio 2.0g

Malonato de calcio 2.0g

Succinato de sodio 20g

El pH del medio con citrato o succinato se gustaa 6.8 antes de esterilizar, y € medio con malonato
ar4.
Prueba Positiva: reaccion alcaina

26. Medio para Determinacion de Hidrdlisis de Almidon

Se utiliza € agar nutriente (Medio Base) del medio para determinacion de descomposicion de
xantina, hipoxantinay tirosina

Se le agrega 1g de amidén de papa, € cua se suspende en 5ml de agua destilada, se disuelve y se
le agrega esta solucion a 100ml de agar nutriente. Se esteriliza, se mezcla bien y se vacia en cgjas
de Petri.

Se siembra por duplicado y alos 5 dias se lee la primera placa.

Se agrega etanol a 95% en €l medio.

Reaccion positiva: area claras alrededor y por debgjo del crecimiento.

27. Determinacion del Efecto de la Temperatura
Se siembra en tubos inclinados con Agar Bennett o Sabouraud por duplicado.
Uno se incuba a temperatura ambiente (control) y los demés a 10°C, 35°C, 45°C y 50°C.

28. Determinacion de Supervivencia a 50°C

Los cultivos son sembrados en agar inclinado Bennett o Sabouraud. Rapidamente se calienta a
50°C en bafio Mariay luego se transfiere a otro bafio Maria de temperatura a 50°C; después de 8
horas los cultivos se enfrian y seincuban a 28°C durante 21 dias.

29. Determinacion de Degradacion de Etilen-Glicol

Medio Base: agar Middlebrook 7H-10 al cual sele agrega 1% de etilen-glicol.

Se cultiva en caldo Middlebrook 7H-9, se incuba de 5 a 10 dias a 37°C; de este crecimiento se
prepara una dilucion 1:10 en agua destilada con 0.01% de tween 80 y 0.25 ml de esta dilucion se
utiliza parainocular las placas de agar Middlebrook 7H-10 con 1% de etilen- glicol.

Las placas control no tienen etilen-glicol.
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30. Medio de Long. (Medio sintético, quimicamente definido)

Asparagina 50¢g
Citrato de Amonio 50¢g
KH.PO,4 3.0 g
Na,CO0s (anhidro) 249
NaCl 2049
Mg SO, 7H,0 1049
Citrato férrico amonical 0.05gr
Gliceral 50.0 gr
Aguadestilada cbp. 10L

Lafdérmulaoriginal de Long, indica €l uso de 3 gr. ya que es necesario agregar HCl parallevar €
medio apH 7.2, se agrega una cantidad suficiente de Na,C0s; para balancear e medio apH 7.2, esto
representa cercade 2.4 g. de NapCOs.

31. Medio de Agar paraaisamiento de Actinomadura
Este medio abase de Agar blando, es ttil paraél cultivo de A. madurae de tejidos humanos.

Middlebrook 7H9 (difco) 059
Glicerol 0.2ml
Agar Noble (Difco) 0849
Polietilenglicol 4.000 409

Estos 4 ingredientes se disuelven en 87 ml de agua destilada, se calienta a 100°C, para disolver el
agar. El medio se autoclavea a 121°C, durante 15 minutos, luego se deja enfriar a 56°C y en forma
aséptica, le son agregados |os siguientes ingredientes:

Suero de caballo (Gibco) inactivado por calor, y libre de Micoplasma 10.0 ml
Middlebrook OADC medio de enriquecimiento (Difco) 2.0 ml
Es conveniente agregar 100 Ul de Penicilina G por ml (optativo)

El pH final debe ser 7.2. El medio se vacia en placas de petri estériles, deben hacerse placas
gruesas, esto permitira una mayor duracion del medio, durante € periodo de incubacién. Se
recomiendaincubar a37°C en agrobiosisy a 37°C en anaerobiosis.

32.Prueba de la susceptibilidad a la mitomicina C, para diferenciar el género Rhodococcus
del género Nocardia y a M. fortuitum y a M. chelonei de micobacterias de crecimiento rapido
(seglin Tsukamura).

Medio base del cultivo: medio "Ogawa Egg" a este medio sele agrega la mitomicina C, disueltaen
agua destilada y agregada a medio antes de su esterilizacion. Se preparan concentraciones de 10
mg/ml, 100 mg/ml, 2.5 mg/ml y 1.25 mg/ml, control sin mitomicina.
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La suspension bacteriana para e inéculo se prepara con 1 mg peso humedo/ml y se resuspende en
una solucion 0.1% (v/v) Tween 80 y 0.9% (p/v) de NaCl. En e medio se inocula, a partir de esta
suspension 0.02 ml. Seincubaa 37°C y 28°C (nocardia), durante siete dias.

33. Medio para el cultivo de actinomicetos de crecimiento muy lento o pobre

Extracto de levadura 109
Extracto de carne 10g
Bacto-casitona 20g
D-glucosa 10.0g

Agar 18.0 g/l
Aguadestilada 10L

pH Ajustar a7.3

Paramejores resultados se agrega Vitamina B; 4 mg/L
Preparacion de varillas de vidrio cubiertas con parafina

Limpiar en &cido las varillas. Dimensiones 1cm. de grosor. Sumergir las varillas ya limpias en
parafina hasta la mitad o dos tercios. Retirelas, degje que la parafina se solidifique. Las varillas de
vidrio asi preparadas se pueden guardar en alcohol metilico.

Se utiliza caldo Czapek o de MacClung, (1960).

Las varillas se introducen en & medio liquido y se incuban a 37°C durante 7 a 20 dias. La
suspension de suelos se inocula en e medio liquido. El crecimiento se observa arededor de la
varilla, colonias blancas, amarillas, marrones o rosadas, a nivel de la superficie del caldo. El
crecimiento se sembraen medios BHI, Sabourand o nutriente con agar y en placa de Petri.
Seincuban a 37°C durante dos a tres semanas.

34. Medio de Butcher-Conn en agar. Para aislamiento de Nocardia desde suelo
Extracto de Levadura 2.0g

K, HPO, 1.0 g
Glicerol 50¢g
Agar 1509
Aguadestilada 10L
pH 7

PREPARACION DE COLORANTES MAS UTILIZADOS EN EL
ESTUDIO DE LOS ACTINOMICETALES

TINCION:GRAM
Cristal Violeta

A) Crigtal violeta
Alcohol etilico

2049
20.0 mi
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B) Oxaato de Amonio 08g
Aguadestilada 80.0¢g

Se mezclalas soluciones A y B y se dgjan reposar 24 horas. Sefiltraatravés de papel y sevaciaa
frascos-gotero.

Lugol
Y odo 10g
Y oduro de potasio 209

Aguadestilada100.0 ml
Se disuelve los sdlidos en 25 ml de agua destiladay después se agrega larestante.

Alcohol-Acetona

Alcohol etilico 95% 100.0 ml
Acetona 100.0 mi
Safranina

Solucion Madre:

Safranina O 259
Alcohol etilico 95% 100.0 ml
Solucion de Trabgjo:

Solucién madre 10.0ml
Aguadestilada 90.0ml

TINCION:ZIEHL-NEELSEN (Modificado por Gordon y Smith, 1955)

Fucsina Fenicada
A) Solucion acohdlica Saturada de Fucsina:

Fucsinabasica 1.0g
Alcohol metilico absoluto 100g
B) Solucion acuosadefenol al 5%  90.0 ml
Alcohol Acido

Acido clorhidrico Concentrado 3.0ml
Alcohol etilico 95% 97.0ml

Azul de metileno

Azul de metileno 05¢g
Acido acético glacial 0.5ml
Aguadestilada 100.0 ml

Agitey filtre dos veces.
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TINCION DE PARED CELULAR (Welshimer y Robinow, 1949)
Fluido de Bouin
Solucion acuosa saturada de &cido picrico . 75.0 ml

Formol 25.0ml
Acido acético glacial 5.0 ml
Azul Victoria

Azul victoria4R 01g
Etanol al 70% 100.0 ml

TINCION DE NUCLEO (Robinow, 1945)
Fluido de Schaudin

Etanol absoluto 100.0 ml

Cloruro de mercurio acuoso saturado 200.0 ml

Colorante de Giemsa
2 a 3 gotas de solucién de Giemsa (por gemplo R66 de Gurr) por mililitro de buffer de Fosfatos.

Buffer de Fosfatos

Fosfatos de sodio dibasico anhidro 5.447 g
Fosfato de potasio monobéasico 47529
Agua destilada 10L

TINCION DE LIPIDOS (Burdon, 1946)

Negro Sudan
Negro Sudan B 039
Alcohoal etilico 70% 100 mi

Mezclar bien por agitacién aintervalos, dejar reposando todalanocheyy filtrar S es necesario.

TINCION ALCOHOL ACIDO RESISTENTE SEGUN KINYOUN
Carbol Fucsina

Fucsinabasica 409
Etanol 95% 20.0ml
Fenol (cristales) 80¢g
Aguadestilada 10L
Alcohol Acido

Acido clorhidrico concent. la3ml
Etanol 95% 97a99ml
Azul de Metileno

Azul de metileno 039
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Aguadestilada 100.0ml

TINCION DE MICOBACTERIAS CON AURAMINA- RODAMINA (Truant, 1962)
Auramina- Rodamina (Colorantes Fluorescentes)

Auramina 159
Rodamina 0.75¢
Glicerol 75.0 ml
Fenol 10.0g
Aguadestilada 50.0ml

Conviene gue los colorantes se mezclen bien con € fenol y 25 ml de agua destilada. Después se
agrega el resto del aguay € glicerol.

Se mezcla bien utilizando un agitador magnético. Si lo desea clarifique la solucion por filtracion
con lanadevidrio.

L a solucién se conserva por a gunos meses atemperatura ambiente 0 4°C.
Alcohol Acido

0.5% Acido Clorhidrico en Alcohol Etilico 70°GL.

Permanganato de Potasio Solucion Acuosa de Permanganato de potasio a 0.5%.

TECNICAS DE TINCION
1. TINCION GRAM

A. Reactivos:

a) Crigta Violetaacuoso 1%
b) Lugol

c) Alcohol-Acetona

d) Safranina Acuosa2%

B. Procedimiento:

1. Preparar € frotisy fijarlo con calor

2. Tifla con crigtal violetadurante 1 minuto

3. Lavar

4. Tifiacon lugol fresco durante 1 minuto

5. Lave con agua corriente

6. Decolore con a cohol-acetona alrededor de 5 segundos
7. Lave con aguadel chorro

8. Contraste con safranina, 30 segundos

9. Seque, examine con €l objetivo de inmersion.

C. Resultados:
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L os organismos Gram positivos se tifien de parpura, |os organismos Gram negativos se tifien de
rojo.

D. Método Réapido:

1) Prepared frotis, fijelo con calor y mientras permanece caliente deje correr el Cristal Violeta
sobre .

2) Decoloreinmediatamente

3) Lavebrevemente

4) Contraste 5 segundos con safraning, lave'y seque.

2. TINCION ACIDO RESISTENTE (Método Ziehl-Neelsen modificado por Gordony Smith,
1955)

A. Reactivos:

a) Solucion acohdlica saturada de fucsina fenicada.
b) Alcohol Acido

c) Azul de Metileno

B. Procedimiento:

Prepare € frotisy seque con aire

Sumeérjalo en fucsinafenicada, caliente sin que hierva por 5 minutos.
Lave con agua corriente

Sumeérjalo en alcohol &cido

L ave rgpidamente con agua corriente

Contraste con azul de metileno.

oukhwdpE

C. Resultados:
L os organismos a cohol -&ci do-resi stentes se tifien de rojo, otros de azul.

3. TINCION DE PARED CELULAR (Webb, 1954)

A. Reactivos:

a) Solucion Acuosade Acido Ténico a 5.0 %
b) Solucion Acuosade Cristal Violetaa 0.5 %
c) Solucion Acuosade Rojo Congo a 0.5 %

B. Procedimiento:

1) Preparead frotisy seque con aire

2) Pdngalo en &cido tanico de 30 minutos a 1 hora

3) Lave

4) Tifacon Cristal Violetade un minuto y medio ados
5 Lave

6) Decolore con Rojo Congo de 2 a3 minutos
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7) Lavey seque.

C. Resutados:
Las paredes celulares y septos se tifien de violeta. L os resultados pueden ser mejorados
adicionando una capa fina de Rojo Congo a un portaobjetos calentado a 50°C.

4. TINCION DE PARED CELULAR
(Welshimer y Robinow, 1949)

A. Reactivos:
a) Fluido deBouin
b) Azul Victoria4dR

B. Procedimiento:

1) El agar con € crecimiento es colocado hacia abajo sobre un cubreobjetos
2) Fijeen fluido de Bouin durante 45 minutos

3) El agar esdespegadoy e cubreobjetos enjuagado

4) Tihacon Azul Victoria4R

5) Enjuague, sequey examine.

C. Resultados:
Las paredes celulares y las membranas plasmaticas se tifien de azul.

5. TINCION DE PARED CELULAR Y SEPTOS (Robinow y Murray, 1953 Dubos, 1949)

A. Reactivos:

a) Solucion de Acido Osmico 2.0 %
b) Fuido deBouin

¢) AcidoTénicoal 50%

d) Crigtd Violeta 0.02%

B. Procedimiento:

1) Preparar d frotisy fijarlo con vapores de &cido 6smico durante 3 a5 minutos

2) Sumérjao en Fluido de Bouin durante 60 minutos

3) Lavebien, use con sumo cuidado, agua corriente

4) Sedgaactuar a continuacion una solucion de écido tanico durante 20 a 30 minutos colocando
el porta- objetos boca abajo para evitar laacumulacion de precipitado.

5) Selavamuy bien con aguacorriente

6) Secoloreacon Cristal Violetamuy diluido durante 5 a 10 segundos.

7) Semontaen agua o solucién diluida de colorante y se observa con objetivo de inmersion.
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6. TINCION DE PARED CELULAR Y SEPTOS (Robinow y Murray, 1953)

A. Reactivos:

a  Acido Osmico2.0%

b)  Solucion Acuosa Saturada de bicloruro de Mercurio
c)  Solucién Acuosade Azul VictoriaB 0 4R a 0.05%

B. Procedimiento:

1) Preparar d frotisy fijarlo con vapores de &cido 6smico durante 3 a5 minutos
2) Setratacon solucion de bicloruro de mercurio durante 5 minutos

3) Secoloreacon Azul Victoria durante 20 a40 segundos

4) Selavan las preparaciones, se montan en agua o solucion diluida de colorante
5) Sesdlacon cera-parafinay se observacon objetivo de inmersion.

7. TINCION SIMULTANEA DE NUCLEOS, SEPTOS Y PARED CELULAR (Cassd, 1951)
A. Reactivos:

a Acido Osmico 2.0%
b) Acido ClorhidricolN
c¢) Fucsina 0.10%

B. Procedimiento:

1) Preparar d frotisy fijarlo con vapores de &cido 6smico durante 3 a5 minutos

2) Hidrolizar durante 10 a 12 minutos con écido clorhidrico

3) Lavecon aguacorriente

4) Tefiir con fucsinaa 0.10% durante 5 minutos

5) Lavecon aguacorriente

6) Vuedvaatefiir con fucsinadurante 5 a 10 segundos. Lavar, secar y observar por inmersion.
8. TINCION DE NUCLEO (Robinow, 1945)

A. Reactivos:

a) Solucion Acuosade Tetradxido de Osmio 2.0 %
b) Fuido de Schaudin

¢) Acido Clorhidrico 1N

d) Colorante de Giemsa

e) Buffer de Fosfatos.

B. Procedimiento:

1) Expongaun cuadro de agar con crecimiento fino, avapor de tetradxido de osmio durante2 a3
minutos (5 ml de tetradxido de osmio en cajas selladas para cubrir 3 capas de perlas de vidrio)

2) Coloque € cuadro hacia abajo sobre un portaobjetos, remuevael agar, levantelo y seque con
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3)

4)
5
6)
7)
8)

airelacapa sobre € portaobjetos.

Fije en fluido de Schaudin 5 minutos, flotando el portaohjetos con la cara de abgjo sobre la
superficie

L ave con agua abastecida con alcohol a 70%

Col6quelo en &cido clorhidrico a 60°C durante 10 minutos

Lave con agua corriente y enjuague con agua destilada

Tifa con colorante Giemsa, 30 minutos a 37°C

Lave y monte con agua para su examen inmediato

C. Resultados:
L os materiales cromatinicos se tifien de azul violeta

9. TINCION “NUCLEAR” (Webb, Clarck y Chance, 1954)

A. Reactivos:

a)
b)
c)

Solucién Acuosade Crigtal Violeta 1% (pH 3.0 a6.0)
Cloruro Mercurico 1%
Solucién de Nigrosina 5%, pH 3.5.

B. Procedimiento:

1)
2)
3)

Tefiir con Cristal Violeta
Aplicar e mordente cloruro mercurico de 10 a 15 segundos
Decolorar con nigrosina

C. Resultados:
L os gréanulos metacromaticos se tifien de violeta

10. TINCION DE NUCLEOS (Piekarski, Robinow, Murray, 1953 Dubos, 1949 Robinow, 1942
Robiniow, 1949)

A. Reactivos:

a)
b)
c)

d)

Solucién de Acido Osmico a 2.0 %
Metanol 70.0 %

Acido Clorhidrico 1N

Colorante Giemsa (1 gota por ml de agua).

B. Procedimiento:

1)

2)
3)
4)
5)
6)

Se preparad frotisy se coloca dentro de un recipiente cerrado parafijarlo con vapores de
&cido 6smico durante 3 minutos

AUn hiimedos se les sumerge en etanol. (Puede dejarse € tiempo deseado sin inconveniente)
Cuando se desea colorear seretiradel alcohol y se lava con sumo cuidado con agua destilada
Se efecttialahidrdlisis con &cido clorhidrico durante 10 a 20 minutos a 60°C

Se lava con agua corriente suavemente

Se colorea con solucion de Giemsa durante 20 min.
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7)

8)

9)

Selava

Se montan |as preparaciones con una pequefiagota del colorante diluido y unavez adherido
con unamuy delgada capa de liquido de interposicion, se bordea con una mezcla fundida de
cera-parafina

Se observa con objetivo deinmersion

11. TINCION DE LIPIDOS (Burdon, 1946)

A. Reactivos: @) Negro Sudan B b) Xileno ¢) Solucion acuosa de Safranina 95%.

B. Procedimiento:

1)
2)
3)
4)
5)
6)

Preparar € frotis, fijar con calor

Cubrir totalmente con Negro Sudan, rellenando s |lega a secarse, dgjar 15 minutos
Secar con papd filtro

Enjuagar con xileno, secar con papdl filtro

Tefir con safranina durante 10 segundos

Lavar, secar y examinar

C. Resultados: Loslipidos setifien de azul, negro o gris acerado. Las células de rojo.

12. TINCION ALCOHOL - ACIDO RESISTENTE (Kinyoun)

A. Reactivos:

Carbol Fucsina

Fucsinabasica 409
Etanol 96° 20.0 ml
Fenol 80¢g
Aguadestilada 10L

b) Alcohol Acido (HCI al 3 % en Etanol 95°)
¢) Azul de Metileno (3% en agua dest.)

B. Procedimiento:

1)
2)
3)

4)
5
6)

Preparar € frotisy fijarlo con calor

Cubra con carbol fucsina durante 2 minutos. (No es necesario calentarlo)

Lave con agua destiladay decolore con acohol acido, gota a gota, hasta que € acohol acido
caigasin color. Este paso es critico para obtener una buena coloracion

Lave con agua

Tifia con azul de metileno durante 20 a 30 segundos

Lave, sequey observe.
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C. Resultados: Los organismos alcohol alcohol-acido-resistentes se tifien de rojo, los otros de azul.

NOTA: Existe una modificacion de este método que se recomienda para Actinomicetos. Utiliza €
azul de metileno a 2.5% en etanol 95%.

Se tifie con carbol fucsina 3 minutos, se decolora con acohol acido de 5 a 10 segundosy se aplica
el azul de metileno 3 segundos.

13. TINCION DE MICOBACTERIAS CON AURAMINA-RODAMINA (Truant, 1962)

A. Reactivos:

a) Auramina 159
b) Rodamina 0759
c) Glicerol 75.0ml
d) Fenal 1009
€) Aguadestilada 50.0ml

Conviene gue los colorantes se mezclen bien con € fenol y 25 ml de agua destilada. Después se
agrega el resto del aguay € glicerol, se mezclan bien utilizando un agitador magnético. Se puede
clarificar la solucién por filtracion con lana de vidrio. La solucion se conserva por algunos meses a
4°C. Alcohol &cido (HCI a 0.5% en etanol de 70°) Permanganato de Potasio (0.5% en agua)

B. Procedimientos:

1) Prepared frotisy fijelo con calor

2) Tifia con auramina-rodamina durante 15 minutos a temperatura ambiente 6 37°C.
3) Lavecon aguadestilada

4) Decolore con acohol &cido durante 2 a 3 minutos

5) Lleneéd frotis con permanganato de potasio y déjelo actuar de 2 a4 minutos

6) Lavebien conaguadestilada

7) Lave, sequey examine

14. EXTRACCION CON PIRIDINA DE ALCOHOL-ACIDORESISTENTE (Beaman, 1973)

A. Uso:
Sirve para distinguir la acohol-acido-resistente débil o variable presente en Nocardia de la de
Mycobacterium

B. Cultivo:
En BHI o en agar Milddlebrook 7H con glicerol al 10%

C. Procedimiento:

1) Preparar d frotis, secarlo a airey fijarlo durante 30 minutos en glutaraldehido a 3 % en buffer
de Ryter-Kellemberger (Ryter, 1978) con pH de 6.5

2) Lavar con aguadesionizaday secar

251



3) Redlizar laextraccion en piridinaatemperatura ambiente durante 4 horas
4) Tefiir con e método de Kinyoun para acohol-&cidoresistente.
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