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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar la capacidad para producir lesiones macro y
microscopicas de nueve aislamientos de micobacterias no tuberculosas (MNT) cuando eran
inoculadas en ratones albinos (Mus musculus). Las micobacterias fueron aisladas de muestras
de suelos destinados a la agricultura y ganaderia de la provincia de La Pampa, Argentina. Se
investigaron tres especies ambientales (M. fortuitum, M. phlei'y M. kansasii) que eran dominantes
en los suelos estudiados. Los animales fueron inoculados por via endovenosa, con una suspension
de cultivos frescos de MNT, equivalente a 1 mg de bacterias mL'. Los animales se mantuvieron
en un area restringida durante 60 dias, en ese momento se les efectu6 la eutanasia y la necropsia,
recolectando 6rganos para realizar estudios bacterioldgicos e histopatoldgicos. Las cepas de M.
phleiy M. kansasii inoculadas produjeron lesiones en los ratones similares a las producidas por M.
tuberculosis y/o bovis, mientras que M. fortuitum no desarrollo patogenicidad en el modelo animal
utilizado bajo las condiciones en que se realiz6 este estudio. Es necesario continuar valorando
otras micobacterias ambientales aisladas de suelos y otras vias de inoculacion contribuyendo a
colaborar en el diagnostico diferencial de la tuberculosis y las enfermedades granulomatosas.

Palabras clave: (micobacterias no tuberculosas), (lesiones macroscopicas), (lesiones
microscépicas).
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Mus musculus lesions inoculated with Mycobacterium phlei, Mycobacterium kansasii and
Mpycobacterium fortuitum isolated from soil of La Pampa Province (R. Argentina).

SUMMARY

The study objective was to determine the capacity of originate macroscopic and microscopic
lesions of nine atypical mycobacteria inoculated in albino rats. The mycobacteria were isolated
from farms soil samples at different places from La Pampa province (Argentina). It was investigated
the three most frequent species (M. fortuitum, M. phlei and M. kansasii). The animals were
endovenously inoculated with 1 mg of bacteria/ml-! of fresh culture and kept in a restricted
area during 60 days. After euthanasia, samples from different organs, for bacteriologic and
histopathologic studies, were collected. M. phlei and M. kansasii showed lesions resemble to
that produced by M. tuberculosis or M. bovis, whereas M. fortuitum did not show lesions in the
animal model descript in this study. It is necessary to value other atypical mycobacterium isolated
from soil and other inoculation ways in order to assist in clarifying the differential diagnosis in
tuberculosis and other granulomatose diseases.
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INTRODUCCION

Las micobacterias que no pertenecen al
complejo M. tuberculosis son reconocidas
como micobacterias no tuberculosas (MNT) o
micobacterias atipicas; son ubicuas, generalmente
se encuentran en muestras ambientales obtenidas
de suelos, aguas, animales y alimentos™!!. La
transmision de persona a persona es muy rara con
MNT'y es posible que los huéspedes susceptibles
se infecten por ingestion, inhalacion e inoculacion
a partir del ambiente®?. Inicialmente fueron
consideradas como contaminantes ambientales
o simples colonizantes; a partir de 1950 se
reconocieron como patdégenos potenciales
pudiendo causar enfermedades similares
a la tuberculosis en personas y animales
inmunosuprimidos?’. En la actualidad los grupos
de mayor riesgo son los pacientes infectados
con el virus de la inmunodeficiencia humana,
asi como aquellos que padecen fibrosis quistica,
cancer, diabetes, pacientes con tratamientos
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de corticosteroides y con enfermedades
autoinmunes*. En la practica de la medicina
veterinaria se asocia la presencia de infeccion
o colonizaciéon con MNT cuando se presentan
reacciones paraespecificas en el diagnostico
de la tuberculosis por intradermorreaccion,
asi como en el diagnostico diferencial de otras
afecciones granulomatosas’'*. En consecuencia
es importante considerar si las MNT que se
encuentran en el ambiente pueden provocar
lesiones macro o microscopicas cuando infectan
a animales.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la
virulencia de tres especies de MNT aisladas
de suelos pampeanos argentinos en un modelo
animal.

MATERIALES Y METODOS

Las micobacterias utilizadas fueron aisladas
tanto de suelos con pasturas naturales y/o
cultivos con o sin pastoreo de animales de la
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Provincia de La Pampa cuyas caracteristicas
e identificacion fueron descriptas en trabajos
anteriores'®". El poder patdgeno de 9 MNT se
determiné utilizando ratones Mus musculus,
Outbried mouse (albino), provistos por el
bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la Universidad Nacional de La Pampa.
Los animales presentaron un peso promedio
de 30g. cada uno. Se utilizaron en total 40
ratones, agrupados en 10 grupos de cuatro
ratones, mantenidos en un area parcialmente
aislada. Se estudiaron 9 aislamientos de MNT,
3 correspondieron a M. phlei, 2 a M. kansasii y
4 a M. fortuitum. Un grupo fue inoculado con
solucion al 0,85% Na CI estéril. Los animales
fueron alimentados con alimento balanceado
comercial y con suministro de agua potable
mineralizada para consumo humano libre de
micobacterias. Las camas fueron cambiadas
cada 48 hs, realizando control de peso y
temperatura de los animales cada dos dias. Los
animales fueron inoculados via endovenosa, en
las venas caudales laterales, con 0,05mL de una
suspension de cultivos frescos (cuatro a seis dias)
de cada MNT estudiada, equivalente a | mg de
bacterias mL, >'5. La inoculacion se realizd
con aguja y jeringa hipodérmica 25G x 5/8 (0,5
mm x 16 mm), inmovilizando al animal por
medio de un dispositivo adaptado por nosotros
sobre la base del método de restriccion utilizada
por Orme y Collins®. La manipulacion de los
animales se efectud respetando condiciones
minimas de bioseguridad. Transcurridos 60 dias,
los animales fueron sacrificados por dislocacion
de columna vertebral cervical y a continuacion se
realiz6 la necropsia de los mismos; se obtuvieron
muestras de higado, rifién, pulmén y bazo,
en solucion formolada al 10%, para realizar
el analisis histopatologico de esos organos.
Se recolectaron ademds, muestras en forma
aséptica, colocandolas en recipientes estériles
para su estudio bacteriologico. La siembra fue
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realizada dentro de un lapso de 3 h. El estudio
se realizo previo a la utilizacion del método de
decontaminacion de Petroff. Con posterioridad,
a la decontaminacion de la muestra estudiada,
se efectud la siembra en dos tubos de medio
Lowensten Jensen y en dos de medio Stonebrink
por organo de cada animal investigado, se incubd
a 37°C durante 60 dias, los cultivos se revisaron
diariamente. A las colonias sospechosas se realizo
coloracion de Zielh Neelsen, la identificacion de
los bacilos acido alcohol resistentes se realizo
de acuerdo a lo propuesto por Kantor (1979),
estudiando las siguientes caracteristicas:
velocidad de crecimiento, temperatura de
desarrollo, produccion de pigmento con y sin luz,
catalasa a temperatura ambiente y 680C; nitrato
reductasa; hidrolisis del Tween, ureasa, beta-
glucosidasa; fosfatasa acida; pirazinamidasa;
reduccion de hierro; aril sulfatasa; crecimiento
en NaCl 5 %; y resistencia a hidrazida del acido
tiofenocarboxilico (2 mg L); cicloserina (30
mg L"); acido p-aminosalicilico (0,5 mg L);
isoniazida (0,2 mg L™); estreptomicina (4 mg L-
1); etambutol (2 mg L); rifampicina (40 mg L™).
Alos cortes histologicos se les realizo coloracion
de Hematoxilina Eosina y de Ziehl Neelsen'®.

RESULTADOS

Durante el tiempo transcurrido entre la
inoculacion de las MNT y la necropsia de los
animales no se observaron alteraciones en la
conducta de los ratones albinos inoculados.

Examen macroscopico

En los animales inoculados con los tres
aislamientos de M. phlei, se observo el aumento el
tamafio de los ganglios inguinales, mientras que
la mayoria no mostro alteraciones macroscopicas
en los Organos internos, con la excepcion del
higado perteneciente a uno de los individuos
inoculado con uno de los aislamientos, que
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presento en el borde del 16bulo hepatico nddulos
de 0,5 a 1 mm de didmetro, de color pardo gris
(Figura 1), no resumiendo contenido al corte. A
partir de esta muestra se reaislo el M. phlei en los
medios Lowenstein Jensen y Stonebrink.

La necropsia de los animales que fueron
inoculados con los dos aislamientos de M.
kansasii presentaron lesiones puntiformes de 1 a
2 mm en la superficie, de color blanco gris en uno
0 ambos rifiones (Figura 2). El cultivo posterior
de las mismas demostro el reaislamiento de
M. kansasii. En estos animales los ganglios
inguinales se encontraron de mayor tamaflo que
los normales, mientras que el resto de los rganos
no presentaron alteraciones apreciables a simple
vista, a excepcion de los bordes festoneados en
los higados de los ratones inoculados con uno
de los aislamientos.

Los ratones inoculados con los cuatro
aislamientos de M. fortuitum, no presentaron
alteraciones macroscopicas en los organos
internos, salvo el aumento de tamafio en
los ganglios linfaticos inguinales, donde no
se lograron recuperar micobacterias de los
mismos.

Estudio microscépico

Los cortes histolégicos coloreados con
Hematoxilina — Eosina de los 6rganos presentaron
las mismas caracteristicas, aunque se observaron
diferencias de distinta intensidad, siendo las mas
severas las de M. phleiy M. kansasii y las menos
significativas las de M. fortuitum.

En el higado la imagen que dominé fue
la presencia de microgranulomas (Figura
3) constituidos por agregados de células
mononucleares, principalmente macréfagos
con abundante citoplasma rosado impreciso
y algunos linfocitos en ubicacion centro
lobulillar y con menor frecuencia mediozonal,
con focos linfocitarios en los espacios portales.
En los hepatocitos se observaron cambios
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degenerativos (tumefaccion turbia e hidropica)
leves. En el corte correspondiente a los nédulos
descriptos en el higado de los ratones inoculados
con M. phlei, se observé un tipico granuloma de
tuberculosis con deposito de calcio y necrosis en
proximidad del area portal (Fgura 4).

En los rifiones se observaron glomérulos
muy celulares, ocupando el espacio de la capsula
de Bowmann, con tubulos tumefactos en la
zona cortical, en ocasiones se observo infiltrado
linfocitario discreto interticial.

Los pulmones de los ratones no presentaron
cambios microscopicos. Los drganos linfoideos,
bazo y ganglios linfaticos presentaron distintos
grados de hiperplasia linfocitaria. En los cortes
histolégicos coloreados con Ziehl Neelsen se
observaron bacilos acido alcohol resistentes en
la muestra del higado perteneciente al animal
inoculado con M. phlei.

DISCUSION

En ambientes como el suelo y el agua
existen micobacterias no tuberculosas que juegan
un rol importante en la salud humana, puesto que
tienen capacidad para enfermar al hombre®2*%,
M. phlei ha sido aislado de conjuntivitis, uretritis
y artritis' asi como de peritonitis cronica en
pacientes dializados®' y en muestras de pacientes
con fibrosis quistica®.

En éste estudio las tres especies (M. phlei,
M. kansasii'y M. fortuitum) inoculadas mostraron
capacidad infecciosa para producir diferentes
grados de lesiones en los 6rganos internos de los
ratones, especialmente en el higado en los que
la gama de lesiones fue desde infiltrados poco
organizados pasando por microgranulomas y
culminando con la inflamaciéon granulomatosa
cronica con calcificacion, indistinguible de
la producida por M. tuberculosis y/o M.
bovis. Estos resultados confirman los estudios
realizados por otros autores®'’, M. phlei fue la
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Figura 1. Nodulos hepaticos de Mus musculus inoculado con M. phlei

Figura 2. Nodulos renales en Mus musculus inoculado con M. kansasii
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Figura 4. Granuloma calcificado en higado (20x) HE

48 InVet. 2007, 9(1): 43-51
ISSN(papel): 1514-6634
ISSN (on line) 1668-3498



especie mas agresiva de las tres estudiadas al
producir lesiones granulomatosas caseificadas.

Por otra parte, distintas especies de
micobacterias atipicas, entre ellas M. kansasii
y micobacterias del complejo MAIS, fueron
reconocidas como patdgenas para animales de
laboratorio, siendo el hamster mas susceptible
que el raton y el merion®* demostrandose,
ademas, que la via de inoculacion intratraqueal
era mas apropiada que la via intravenosa para
evaluar la patogenicidad de las micobacterias
utilizadas®.

Desde el punto de vista de la patologia, en
este estudio, M. kansasii por la intensidad de las
lesiones que ocasiond en organos internos de
los animales inoculados. fue la segunda especie
en orden de importancia. De acuerdo con la via
de inoculacion utilizada, el rifion fué el blanco
de las lesiones producidas. En la practica, es
reconocido el poder patégeno de M. kansasii
>13; en nuestro pais Kantor (1979)" describi6
que M. kansasii inoculado en el raton por via
endovenosa (1 mg de micobacterias) provoco
lesiones en el pulmon y en el rifion con muerte
del animal en tres meses. En humanos, M.
kansasii puede provocar infecciéon pulmonar
cronica en pacientes tratados por quimioterapia,
a su vez existen infecciones extrapulmonares
muy diversas como linfadenitis cervical en
nifnos, celulitis, abscesos cutaneos, artritis,
sinovitis, tendinitis, osteomielitis®®.

M. fortuitum, la MNT que predomind en
los suelos investigados'®, fue la especie que
resultd menos agresiva para los ratones en este
estudio. Los animales inoculados con dicha
micobacteria no presentaron sintomas ni lesiones
macroscopicas y so6lo leves alteraciones en los
organos internos de los mismos. Los animales
no mostaron signos de septicemia después de la
inoculacion bacilar ni se observaron alteraciones
en el oido medio que se reflejen en la conducta
de girar sobre si mismos tal como fue descripto
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oportunamente?. Los resultados de este trabajo
coinciden con aquellos autores que demostraron
que distintas cepas de M. fortuitum, inoculadas
en ratones, podian tener un grado distinto de
agresividad!®. En nuestro pais, se lo ha detectado
en esputo y material purulento obtenido de
la aspiracion de abscesos subcutdneos de un
paciente con enfermedad avanzada debida al
Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo
13. Woods y Washington (1987)* aseveran
que las manifestaciones clinicas en humanos,
producidas por M. fortuitum incluyen enfermedad
diseminada, lesiones cutaneas y una amplia
gama de infecciones variadas como celulitis,
abscesos, enfermedad pulmonar, endocarditis,
pudiéndose presentar esta MNT en pacientes
inmunodeprimidos o no.

Podemos concluir que si bien las MNT
aisladas de los suelos pampeanos provocaron
diferente grado de lesiones en ratones albinos
inoculados, siendo algunas de ellas similares
a las producidas por M. tuberculosis, ninguna
presento la capacidad de diseminacion y de
virulencia que manifiestan las especies del
complejo tuberculosis. Finalmente, en funcion
de los datos obtenidos y de que existe una
escasa informacion sobre los modelos animales
aplicables a MNT ambientales'? es aconsejable
continuar con los estudios de patogenicidad
en distintos tipos de animales experimentales
considerando por ejemplo, esquemas de
animales inmunocompetentes y estresados.
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