PRODUCCION EXPERIMENTAL DEL MICETOMA
POR NOCARDIA BRASILIENSIS EN EL RATON'

Dr. Anrtonio GonzArez-Ocroa®

La incculacién de N. brasiliensis a diversos animales de labo-
ratorio por via intravencsa, intraperitoneal, intramuscular subcu-
tinea o intracutdnea, produce lesiones trascientes con tendencia
a la curacién espontdnea; pero cuando se usan las des primeras
vias o cuando el inoculum es muy grande, =1 animal muere.

La inoculacién en la almohadilla plantar del ratén blanco,
mantenido a la temperatura de laboratorio, produjo una tumora-
cién fistulosa crémica con granos actinomicéticos sin clavas; s
decir un micetoma tipico sin tendencia hacia la evelucién cspon-
tanea, que se extiende por contigiidad.

Este micetoma puede ser igualmente producido con inoculi
que varian de 20 a 0.2 mgs. del actinomicete. Las infecciones con
grandes inoculi originan amputacién espentanea de la pata o del
muslo, pero la infeccién continfia en el mufién. En algunos ani-
males aparece adenopatia inguinal ¢ intraabdominal, y menos
frecuentemente la infeccién se extiende al pulmén v al higado.

La implicacién de este maodelo experimental radica va la pas-
sibilidad de usarlo para la bisqueda de farmacos con wmiras
a tratar el micetoma; y mas atn, teniendo como base las relacio-
nes taxonémicas e inmunoldgicas entre N. brasiliensis y M. le-
prae, y dado que iguales medicamentos s¢ usan para el trata-
miento de las infecciones por ambos gérmenes, seria posible usar
este mismo micetoma experimental para la blsqueda de medica-
mentos contra la lepra. (Gac. Mép. Mix. 99: 773 1969).

E L. AcTiNOMYGETE hoy denominada
Nocardia brasiliensis fue aislado y
descrito por Lindenberg en 1909,' re-
portando sus resultades negativos en las
inoculaciones al cuye y al conejo; y
1 Trabajo de seccién presentado en la se-
sién ordinaria del 12 de marzo de 1969.

2 Académico numerario, Instituto de Sa-
lubridad y Enfermedades Tropicales.

otro tanto, es decir los mismos resulta-
dos negativos, fue comunicado por Go-
mes en 1923.2 Gonzilez Ochoa y cols.
en 1952, 1955* y 1956° reportaron
haber logrado la infeccién en ratones
inoculados con 10 mg. de N. brasiliensis
por via intraperitoneal; las lesiones, que
aparecieron a la primera semana y al-
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canzaron su maximo al mes de incu-
bacidn, consistieron en pequefios nédu-
los en el peritoneo visceral y parietal en
cuyo contenide purulento se encontra-
ron abundantes granos actinomicéticos.
Posteriormente numerosos autores pu-
blicaron los resultados positivos de sus
inoculaciones empleando la via intrape-
ritoneal, intravenosa, subcutinea o la
muscular, y en diversos animales de
laboratorio.® 7 & En todas esas inocula-
ciones, lo mismo que en dos de las mas
recientes a las que nos referimos en par-
ticular, los autores encontraron que la
lesion producida curaba en un lapso
mayor o menor, o bien mataba al ani-
mal, segtin la dosis, la via y técnica
empleadas o la especie de animal
inoculado; estas dos Wltimas publica-
ciones fueron la de Georg y cols. en
19629 y las de Macotela Ruiz y Mariat
en 1963;19¥ 11 los primeros autores
inccularon 10 cepas de N. brasiliensis
encontrando que solamente una, inocu-
lada por via intraperitoneal adicionada
de mucina gastrica al 5%, fue patbgena
para el cobayo, produciéndole la muer-
te por diseminacion; Macotela Ruiz y
Mariat realizaron inoculaciones intra-
peritoneal y subcutdnea al ratén, hams-
ter y cobayo, y los animales, que fueron
sacrificados ocho semanas después de la
inoculacién, mostraron en el peritoneo
granulomas con abundantes granos, y
en el tejido subcutineo la formacion
de lesiones que los autores denominan
“micetoides” cuya imagen histolégica
podria ser “la de un absceso con poli-
morfonucleares, un granuloma rico en
células de Langhans e histiocitos, o bien
la de una lesién intermedia con un
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centro abscedado, una zona media gra-
nulomatosa y un borde {fibrohistioci-
tario”.

Es un hecho de observacién comin
que el micetoma predomina en el pie;
tanto s asi que una de las mas antiguos
denominaciones para esta micosis es la
de “pie de Madura” debida a la fre-
cuencia con que el padecimiento fue
observado en el pie de habitantes de
la ciudad de Madura, India. El mice-
toma por N. brasiliensis, el mas fre-
cuente en Meéxico y a cuya reproduc-
cién experimental nos referiremos, pre-
domina en el campesino y se localiza
en el pie en el 55% de los casos. En
1960"? demostramos que el habitat de
N. brasiliensis lo constituyen los suelos,
de manera que con base a este hecho
més la predominancia podal, proponia-
mos la hipétesis simplista de que la fre-
cuencia de esa localizacién se debia a la
costumbre del campesino mexicano de
andar descalzo o con huarache, lo que
le hacia propenso a traumatizarse los
pies, y que al través de esas heridas, in-
clusive minimas, la N. brasiliensis pene-
traria a los tejidos originando la enfer-
medad. Sin embargo, ¢n contraposicién
con esa hipétesis casi infantil no dejaba
de impresionamos la rareza del miceto-
ma en las extremidades superiores, y si
consideramos que las manos se trauma-
tizan con mayor frecuencia que los pies,
v el micetoma de mano apenas alcanza
una incidencia de 4%, se ve lo absurdo
de la hipéteesis mencionada.

Los resultados de las investigaciones
de Ferner® realizadas en 1956 sobre la
inoculacién de Mycobacterium ulcerans
v M. balnei en la almohadilla plantar
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del ratén produciéndose un marcado
preceso inflamatorio con pululacion de
gérmenes, condujeron a que Shepard!*
usara la misma via para inocular M.
leprae, logrando la multiplicacién de
bacilos. Por otra parte, Mackinnon!?
chservé experimentalmente que las va-
riaciones de temperatura en las extre-
midades de los animales de laboratorio
explicarian que la multiplicacién de al-
gunas especies de hongos, agentes de
micosis profundas, sea posible en deter-
minadas regiones del cuerpo e imposi-
ble en otras. Recientemente Hastings
y cols.® demostraron que la densidad
bacteriana en la piel de los lepromato-
sos estd claramente relacionada con la
temperatura; los sitios més calientes
centienen significativamente menos mi-
croorganismos que los mas frios, pare-
ciendo que las 4reas de la piel de los
lepromatosos  “clinicamente  inmunes”
corresponden a sitios mds calientes en
los que M. leprae preferiria no desarro-
larse.

Tomando en consideracién los hechos
expucstos, y fundamentalmente el de
la afinidad tan extraordinaria de N,
brasiliensis por el pie, mas las seme-
janzas biolgicas de las Mycobacteria:
wlcerans, balnei, leprae y tuberculosis
con N. brasiliensis, emprendimos un
trabajo consistente en inocular el acti-
nomicete en la almohadilla plantar del
ratén, sitic anatémico que no habia
sido explorado anteriormente. No ob-
tante la copiosa informacién bibliogra-
fica acerca de que la inoculacién de ese
Actinomycete por las vias intraperito-
neal, subcutdnea, intramuscular, intra-
venosa e intradérmica produce noduli-

llos con tendencia espontanca a la
curacién, repetimos las inoculaciones
siguiendo todas esas vias con la fina-
lidad de que nos sirviesen como testigos
en ccmparacién con las lesiones obteni-
das por la incculacién en la almohadi-
lla plantar. Realizado asi el trabajo nos
fue posible obtener en la pata del ratén
una tumoracién fistulosa, crénica, pro-
gresiva, con ataque 6sco y granos acti-
nomicéticos, sin tendencia espontanea
a la curacién; es decir un micetoma
tipicc en tcdo semejante al humano,
contrariamente a las lesiones obtenidas
siguiendo las ctras vias mencionadas en
las que les nodulillos producides mos-
traron tendencia espontinea a la cu-
racién.

Las peculiaridades de este modelo
experimental, y los aspectos de su im-
portancia prictica, constituyen la fina-
lidad de esta nota.

MATERIAL ¥ METODO

Ademas de un lote de 100 animales
inoculados con cantidades de la Neecar-
dia que variaron de 0.20 a 20 mg. y
que mantuvimos a la temperatura del
laboratorio, hicimos otros lotes de 50
animales cada uno en que establecimos
variantes por lo que respecta al inocu-
lum, y per lo que respecta a los ani-
males, La primera consistié en inocular
la Nocardia adicionada de
(Staphylocoecus) que habiamos aislado

bacterias

de enfermos con micetoma. Las varian-
tes relacionadas con los animales fueron
la de establecer una lote de anima-
les previamente sensibilizados con la
misma N. brasiliensis, y la de incubar
otro lote a 10° C.
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a) Preparacion de los inocull. Se
tomaron colonias de N. brasiliensis
(cepa 4129) de 15 a 30 dias de desarro-
llo en gelosa de Sabouraud glucosado al
265, e incubados a 27° C. Las colonias
se desprendieron del medio, pesaron y
trituraron, suspendienco el germen en
aceite mineral, e inyectindole en 0.1
ml, de vehiculo.

b) Sensibilizacién previa a la ino-
culacion. Para tratar de obtenerla se
practicaron cuatro inyecciones semana-
rias, por via subcutdnea, de N. brasi-
liensis suspendida en aceite mineral.

c) Lectura de los resultados. Fue-
ron convencionalmente valorados en
(—) cuando no se advirtié cambio en
la pata inoculada; (=) cuando la in-
flamacién fue minima; (+) cuando la
inflamacién fue evidente; (+ +) cuan-
do la tumoracién alcanzé dos tantos del

tamafic de la pata contralateral: y
(4+++) cuando la tumoracién fue de
tres tantos de la otra pata, ya sea que
se extendiese o no al muslo, o hiciera
metastasis viscerales.

d) Estudios histopatolgicos. Se re-
cogieron las diversas piczas anatémicas,
tanto de los ratones que murieron co-
mo de los que fueron sacrificados en el
transcurso de los estudios. Las piezas
se fijaron en formalina, descalcifican-
se con Acido tricloracético, e incluyendo
en parafina; las coloraciones usadas
fueron hematoxilina - eosina, Gallego,
tricrémico de Gomori y Grocott. Estos
estudios fueron realizados en el Labo-
ratorio de Anatamia Patolégica del Ins-
tituto de Salubridad y Enfermedades
Tropicales por el Dr. Manuel Marti-
nez Biez.
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REsULTADOS

TLa inaculacion de N. brasiliensis
en la almohadilla plantar del ratén,
produjo prcticamente en todos los ani-
males, una tumeracién fistulosa, créni-
ca, evolutiva, con presencia de granos
actinomicéticos, y sin tendencia a la cu-
racién espontdnea, extendiéndose por
centigiiedad e invadiendo los huesos; es
decir, un tipico micetoma en tcdo se-
mejante al humano (Fig. 1).

Este tipo de micetoma se produjo
igualmente con los inoculi de 20, 10, 2,
1 y 0.20 mg., salvo que con los inocull
mas pequefios la tumoracién fue de me-
nor volumen durante las primeras se-
manas que siguieron a la inoculacién,
si bien a la larga las lesiones se iguala-
ron con las producidas por los inoculi
mayores.

Los inoculi mis grandes originaron
amputacién de los
dedos, de la pata o hasta del muslo,

tempranamente la

pero ¢l proceso infeccioso continud en
el muiién, tal como acontece cuando el
micetoma humano es amputado de ma-
nera conservadora, extendiéndose a los
ganglios linfaticos regionales, intraabdo-
minales, al pulmén y al higado. Prac-
ticamente en todos los animales la
tumoracién fistulizé, pero mientras al-
gunos de estos trayectos fistulosos ce-
rraban temporalmente otros se forma-
ban, de manera igual al micetoma
humano.

Basados en estos resultados preferi-
mos usar inoculi de uno a dos mgs.
para realizar las diferentes variantes
del estudio, obteniéndose los siguientes
resultados:

La adicién de bacterias al inoculum
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Fic. 1.

Diversas aspectos del micetoma experimental por N. brasiliensis en la pata del

ratén blanco.

de N. brasiliensis produjo una inflama-
cién mds precoz, pero desaparecié en
una semana, y posteriormente la tumo-
racién se volvié en todo semejante a la
originada por la Necardia sola.

La sensibilizacién previa, y la incu-
bacién de los animales a 10°C: en nada
modificaron la evolucién del micetoma
con relacién a los lotes testigos.

Una semana después de la inocula-
cién aproximadamente la mitad de los
animales mostraron inflamacién trau-
matica, la que desaparecié después de
uncs ocho dias en el 30% de los ani-
males, persistiendo en forma minima
en el resto. Para la tercera semana la
inflamacién comenzé a acentuarse y en
aquellos animales que habian sido ne-
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gativos la tumoracién cemenzé a for-
marse, Un mes después el 509 de los
animales mostraba la lesidon, continuan-
do su desarrollo en los animales positi-
vos, y principiando a formarse en aque-

Fre. 2.
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llos negativos. A la sexta semana el
nimerc de animales positivos ascendié
a 809, aumentando este porcentaje
con el transcurso del tiempo de manera
que para los seis meses practicamente

Diversos aspectos de granos actinomicéticos en el micetoma experimental por
N. brasiliensis en la pata del raton blanco,
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el 1009 de los animales mostraron la
enfermedad.

Para esa época el 25% de los anima-
les presentaban micetoma de + 4 +;
el 209% de + +;el 35% de +; yenel
20%% restante sélo se observé una in-
flamacién minima. Esta situacion se
estabilizd, excepto en aquellos animales
con micetcma de == en los que la le-
sibn fue cambiando lentamente para
convertirse en micetoma de + o de
<+ +; y en la mayoria de los animales
con micetema de 4+ + y una peque-
fia parte de los de + -+ el proceso in-
vadié musle o predujo la amputacién.
Algunos de los animales con micetoma
de ++ + y + + desarrollaron adeno-
patia inguinal e intraabdominal, y en
algunos cuantes hubo invasién de pul-
mén, periteneo e higado, en ese orden
de frecuencia, En los meses subsecuen-
tes los ratones comenzaron a morir por
causas diferentes de su micetoma.

Una wvez establecida la tumoracibn
fue sumamente ficil observar granos
actinomicéticos, ya fuese por el examen
microscépico directo del pus, o en los
tejidos al través del corte histolégico.
Estos grancs tenian la peculiaridad de
carecer de masas. En cualquiera de los
pericdes evolutivos de este micetoma
experimental fue pesible el aislamiento
de N. brasiliensis por cultivo.

La histepatologia mostré imagenes
esencialmente constantes en los diver-
sos animales. Consistid en una neofor-
macién granulomatosa amplia, densa,
constituida por nédules separados en-
tre si por formaciones de tejido fibroso
laxo, o bien fundides unos con otros
por sus bordes; en el centro de muchas

de estas formaciones granulomatosas
hubo microabscesos en torno de granos
actinomicéticos; los granos, de tamaio
variable,
arrifionados, con zonas concéntricas de

eran redondos, ovalados o
diversa densidad dandoles aspecto de
escarapela, y presentando filamentos
cortos en su borde, si bien en algunos
estos granos de filamentos avanzaban
considerablemente entre los elementos
celulares (Fig. 2). También se obser-
varon fragmentos aislados de micelio.
Ninguno de los granos mostré clavas.

En algunos animales hubo invasién
bsea con formacién de cavidades, ocu-
padas por un granuloma con micro-
abscesos y granos, y otros animales
mostraron caries ésea. Los ganglios lin-
faticos presentaban hiperplasia linfoide
sin granos. En algunos animales con
lesiones en pulmén e higado la Necar-
dia fue observada dentro de granulo-
mas focales con necrosis central, adop-
tando la morfologia de filamentos ra-
mificados aislados, de ctmulos flojos
de micelio, o de granos compactos.

Discusion

Los hechos chservados en este mice-
toma experimental del ratén blanco,
tales como la fermacién de una tumo-
raciéon fistulosa con granes micésicos,
que no muestra tendencia espontinea
a la curacidn, que sigue un curso len-
tamente invasor extendiéndose por
contigiiidad, y con frecuente ataque
6seo, imitan muy de cerca al micetoma
humano.

La histopatologia también es muy
semejante a la ocbservada en el humano,
por el tipo de granuloma, su tendencia
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a respetar musculos y nervies, y sobre
todo por la especial afinidad para in-
vadir hueso formando cavidades.

Los antecedentes bibliograficos ana-
lizades, mas les resultados de esta ex-
perimentacién, permitirian suponer que
la temperatura &éptima, especifica de
parasitismo, es particularmente signifi-
cativa en el micetoma. Juntamente con
el factor temperatura probablemente
existan otros como la situacién circula-
toria nutricional y calidad del tejido
mismo, factores que explicarian la fre-
cuencia del micetoma por N. brasilien-
sis, y otros agentes del micetoma, en
el pie.

La implicacidn prictica de este mo-
delo experimental consistiria en la im-
portancia que representa para la bls-
queda de farmacos encaminados a
tratar este tipo de micetoma. Pero es
aln mads, con base a las rclaciones ta-
xondémicas e inmunolégicas entre N.
brasiliensis y M. leprae, y dado que los
mismos medicamentos se usan para el
tratamiento de las infecciones por am-
bos gérmenes (DDS, Fanasil, G 30320),
seria posible usar este mismo micetoma
experimental para la bisqueda de me-
dicamentos contra la lepra.

SUMMARY

The inoculation of N. brasiliensis,
either intravenous, intraperitoneal, in-
tramuscular, subcutaneous or intracu-
taneous, produces only transient lesions
with a tendency toward spontaneous
cure. When the first two routes of ino-
culation are used, or when the inoculum
is large, the animals die.

Incculation into the foot pad of the
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albino mouse, maintained at laboratory
temperature, results in a chronic, fis-
tulous tumor with actinomycetic grains,
i, e, typical mycetoma in evolution
without any tendency toward sponta-
neous cure, which grows by contiguity,
but in which the granules lack clubs.

A mycetoma can be produced equally
well with ineculi of 20 to 0.2 mgs. In-
fections with large inocull cause spon-
taneous amputations of the foot or the
limb, with the infection continuing in
the stump. In addition, invasion of the
inguinal and intraabdeminal nodes,
progressing to the lungs and liver, has
been shown.

The implication of this experimental
model is not only its importance in the
search for pharmaceutical agents to be
used for the treatment of mycetoma;
but that it will also permit experimen- ~
tation with drugs active against leprosy,
due to the biological and immunole-
gical relationships between N. brasilien-
sis and M. leprae, and to the fact that
the same medication is used for both
diseases.
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