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RESUMEN

La carencia de un modelo experimental en infecciones por Actinomadura madurae nos ha llevado a reproducir las condicio-
nes reportadas con el uso de Nocardia. Por esta razon, el objetivo del presente estudio consistio en infectar ratones CFW,
CD1y Balb/c por la via del cojinete plantar con las cepas de A. madurae ATCC 19425 y GIIAP-1 emulsificadas en adyuvante
incompleto de Freund. Se cuantificaron semanalmente los didmetros de las patas y se realizaron andlisis histolégicos de los
pulpejos asi como la bisqueda de la bacteria por la tincion de Brown-Brenn.

Los resultados obtenidos demuestran que se logro la infeccién al encontrar la presencia de A. madurae en el tejido muscu-
lar del cojinete plantar inicamente en la cepa Balb/c, sin embargo, no se present6 respuesta inflamatoria lo que sugiere que
la posibilidad de que esta bacteria induzca temporalmente algin mecanismo de tipo anérgico en el huésped infectado.
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ABSTRACT

The absence of an experimental model by Actinomadura madurae infections led us to reproduce the reported conditions
using Nocardia. In consequence we infected CFW, CD1 and Balb/c mice in footpad with ATCC 19425 and GIIAP-1 Actinoma-
dura madurae strains emulsified with incomplete Freund adjuvant. Weekly the diameters of foopads were measured. The
histologic analysis by H-E stain and the search of bacteria by Brown-Brenn technique were done at these samples.

Our results demonstrate the presence of the infection in muscular tissues only in Balb/c mice, however the inflammatory
response was absent, this findings suggest us that this bacteria can induce temporary anergic response in infected host.

Key words: Actinomadura, actinomycetes, actinomycetoma, mycetoma.

INTRODUCCION

El micetoma es un padecimiento que afecta el tejido
subcutaneo, se disemina y profundiza hasta el hueso;
su etiologia puede ser micoética (eumicetoma) o
bacteriana (actinomicetoma). La infeccion es por pene-
tracion transcutanea de las formas infectantes en heri-
das o traumatismos. Las manifestaciones clinicas son
aumento de volumen, deformacion de la region, pre-
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sencia de fistulas y salida de liquido filante o purulen-
to.! La informacion existente acerca de las complica-
ciones clinicas asociadas con el micetoma reportadas,
son la formacion de fistulas internas? y fracturas.®

Los principales agentes etioldgicos del actinomice-
toma son Actinomadura madurae, Actinomadura pelle-
tieri, Nocardia brasiliensis, Nocardia asteroides, Nocar-
dia otitidis caviarum y Streptomyces somaliensis, en
menor frecuencia se encuentran Nocardia farcinica y
Nocardiosis dassonvillei.*

En estudios recientes realizados por el Dr. Lavalle y
colaboradores en 625 pacientes con micetoma evalua-
dos en el Centro Dermatoldgico Pascua de la Ciudad
de México se presenta la informacion recopilada desde
1956 a 1991, en donde se reporta que la etiologia pre-
ferente es para el actinomicetoma en 610 de los casos
(97.5%), en contraste con eumicetomas con solamente
15 casos (2.5%). Los principales actinomicetos encon-
trados fueron Nocardia en 536 casos (85.7%) ocupan-
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do N. brasiliensis el primer lugar con 419 casos (67%).
El diagndstico histopatolédgico de los granos de los pa-
cientes estudiados demostré que de 114 muestras co-
rrespondian a infecciones por Nocardia sin determinar
la especie, y solamente se encontraron 2 casos de ac-
tinomicetoma por N. asteroides y uno por N. caviae. La
incidencia de actinomicetomas por Actinomadura en
este estudio fue de 65 casos lo que correspondio al
10.4% de los pacientes estudiados en donde 64 de los
cuales la especie predominante fue Actinomadura ma-
durae y solamente 1 caso por A. pelletieri (0.2%). Es
importante mencionar que Streptomyces somaliensis fue
identificado Unicamente en 9 de los pacientes, lo que
corresponde al 0.4% del total.®

Debido a laimportancia de las bacterias como agen-
tes causales del micetoma, es muy conveniente el po-
der contar con un modelo experimental adecuado ya
gue trae diversos beneficios como conocer aspectos
de la relacion huésped-parasito y cuales podrian ser
los mecanismos de agresion del patdgeno o los meca-
nismos de defensa del huésped, una ventaja adicional
es que sirve para posteriormente desarrollar métodos
efectivos de diagndstico y tratamiento.

Los modelos experimentales de micetoma se han
logrado para las infecciones con Nocardia sp. en ratén
por medio de dos estrategias, en primer lugar se en-
cuentra el uso de inmunosupresores, generalmente,
corticosteroides,® cuyo efecto es la destruccion de teji-
do linfatico, lo que propicia condiciones favorables para
que se desarrolle la infeccion. En segundo lugar tene-
mos el uso de adyuvantes que se mezclan con el ino-
culo para obtener una emulsion; logrando asi una dosi-
ficacion lenta y prolongada, ademas de causar un efec-
to irritante y propiciar el desarrollo de la infeccion.

Entre los modelos logrados con el uso de adyuvan-
tes se encuentra el reportado por Folb y colaboradores
en 1976 los cuales establecieron un modelo de infec-
cion por Nocardia asteroides y Nocardia brasiliensis.
Sus hallazgos histopatolégicos demostraron que las
lesiones producidas son diferentes. Las lesiones de N.
asteroides presentan supuracion aguda en abscesos y
las de N. brasiliensis producen granulomas ademas de
una gran concentracion de macréfagos los cuales con-
tienen en su citoplasma organismos intracelulares.”

Zlotnic y Buckley en 1980 realizaron un estudio en
gue se indujo actinomicetoma crénico asociado a la pro-
duccién de granos mediante la inoculacién subcutanea
de Nocardia brasiliensis en raton Balb/c, y el uso de
adyuvante incompleto de Freund en cojinete plantar. El
micetoma aparecié un mes después de la inoculacion
de 1.2x107” UFC/mL de N. brasiliensis y tres meses des-

pués de la inoculacién de 1x10* UFC/mL. La adicion
del adyuvante acelero el desarrollo de la infeccion.®

Otro de los modelos reportados para producir acti-
nomicetoma es el de Unaogu y colaboradores, para ello
se inoculd Nocardia transvalensis en raton utilizando
adyuvante incompleto de Freund para ayudar a desa-
rrollar el micetoma. La infeccion se manifest6 como
nédulos palpables bajo la piel, los cuales descargan pus
color blanco o crema conteniendo granulos nocardia-
les. Las lesiones en la piel necrosada del cojinete plan-
tar provocaron la destruccion del hueso.®

En relacion a las infecciones experimentales por
Actinomadura madurae desgraciadamente adn no se
cuenta con un modelo animal, por esta razén en traba-
jos anteriores de nuestro laboratorio estudiamos el efec-
to de dosis y sensibilidad a la infeccion en diferentes
cepas de raton utilizando CFW, NIH y CD1 los resulta-
dos obtenidos demostraron que las cepas NIH y CD1
son resistentes a la infeccion, en cambio los animales
CFW son susceptibles a ser infectados y pueden utili-
zarse para cuantificar la dosis letal 50.2° Sin embargo,
los resultados anteriores se lograron cuando se utilizd
la via de administracion intravenosa, lo que dificilmente
es compatible con la via de infeccion natural, por esta
razon, el objetivo de este trabajo es establecer un mo-
delo experimental de infeccion por A. madurae basado
en el modelo de Nocardia, en donde la via de adminis-
tracion es el cojinete plantar, lo que se acercaria a las
condiciones normales de infeccion.

METODOS

Animales:

Se utilizaron 3 cepas de raton las cuales fueron CFW y
CD1 proporcionadas por el bioterio de la UAM
Xochimilco, y Balb/c donados por el bioterio del Institu-
to de Biotecnologia de la UNAM; se formaron lotes de
hembras entre 20y 25 g.

Indculo:

Se utilizaron las cepas de A. madurae GIIAP1 (Grupo
Internacional de Investigacién de Actinomicetos
Patégenos) y la cepa de referencia ATCC 19425, se
sembraron en medio liquido de infusion cerebro cora-
z6n (BHI), y se incubaron a 37°C durante 14 dias hasta
obtener suficiente biomasa, posteriormente se centrifugd
a 7000 rpm durante 20 min. a 4°C y se lavo por tres
ocasiones en solucion salina estéril 0.85% a pH 7.0. La
biomasa asi obtenida se agit6 con perlas de vidrio para
fragmentar la forma filamentosa hasta alcanzar la for-
ma bacilar. La suspension bacteriana se ajusto a los
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tubos 10y 2 del nefeldometro de Mc Farland que corres-
ponden a 3000 x 10 UFC/mL y 600 x 10%® UFC/mL res-
pectivamente. Una vez estandarizada la suspension
bacteriana se prepar6 una emulsion con adyuvante in-
completo de Freund en una proporcion volumen a volu-
meny se les administré a cada animal un volumen final
de 0.1 mL via cojinete plantar.

Granos:

Se separaron los granos provenientes de un paciente
infectado con Actinomadura madurae, los cuales fue-
ron proporcionados por la Dra. Carmen Padilla D. del
Centro Dermatologico Ladislao de la Pascua, fueron
lavados con solucién salina estéril 0.85% y se inoculo
un grano a cada animal resuspendido en esta misma
solucion.

Esquema de inoculacion:

Se formaron siete lotes de 10 ratones cada uno, a cada
ratén se le administré 0.1 mL del in6culo via cojinete plan-
tar en una de las extremidades traseras de acuerdo al
esquema de inoculacion presentado en el cuadro .

Se dejo un lote de ratones testigo a los cuales se les
inoculd 0.1 mL de solucion salina estéril al 0.85%. Des-
pués de la inoculacion se registré la dimension de la
pata inoculada utilizando un vernier, y se comparé con
la pata testigo del mismo animal que se le administro
Unicamente el vehiculo por la misma via.

Once semanas después de la inoculacion se sacrifi-
caron los ratones Balb/c (para reproducir el esquema
reportado en infecciones por Nocardia); y 22 semanas
después de la inoculacion las cepas CD1 y CFW, se
amputaron las patas inoculadas fijandolas durante 20
dias en formol, posteriormente las muestras se some-

CUADRO I. ESQUEMA DE INOCULACION

No. de No. de
dosis dosis
A. 3000 x 10° 600 x 10°
Lote Madurae  UFC/mL UFC/mL No.
CFW GIlIAP1 1
GlIAP1 2
CD1 GlIAP1 1
GlIAP1 2
GlIAP1 1
Balb/c ATCC 1
19425
Granos 1

tieron a un tratamiento de descalcificacién de hueso con
acido nitrico (HNO,) al 5% durante 7 dias.™

Analisis histologico:

Una vez degradado el hueso las muestras se incluye-
ron en parafina y se obtuvieron cortes de 5 micras aproxi-
madamente. Para la descripcion histoldgica de la le-
sion se realizo la técnica de tincion hematoxilina-eosi-
na, y para la basqueda de la bacteria en las muestras
se uso la tincidon Brown-Brenn, para confirmar la identi-
ficacion de Actinomadura madurae se utilizo la técnica
inmunohistoquimica marcaje anticuerpo peroxidasa.?

RESULTADOS

La dimension del cojinete plantar de ratones CD1 inocu-
lados con la cepa de Actinomadura madurae GIIAP-1 se
muestra en la figural en donde se observa aumento en
el tamanio del cojinete plantar, en los lotes que recibieron
la emulsién con la bacteria mas aun aquéllos que reci-
bieron dos dosis, sin embargo a partir de la semana 6
posinoculacion ambos lotes se comportaron de la mis-
ma manera hasta el final del experimento presentando
aumento en la dimensioén de la pata, comparado con el
lote testigo.

Los resultados que se presentan en la figura 2 co-
rresponden a la dimension del cojinete plantar de ani-
males CFW inoculados en las mismas condiciones que
el experimento anterior, encontrandose semejanzas en
el aumento del volumen del pulpejo en la segunda se-
mana, sin embargo a partir de la semana seis ambos
lotes se comportaron de la misma manera.

La respuesta a la infeccion por dos cepas de Actino-
madura madurae a dosis Unica en raton Balb/c, se mues-
tran en la figura 3, donde no se observa diferencia en la
hinchazén de los pulpejos de los animales independiente
del microorganismo utilizado ya que desde la semana
1 se alcanza el maximo diametro (0.4 cm) y a partir de
la semana tres se mantuvo el mismo valor hasta el final
del experimento en la semana once.

En este estudio también se inocul6 un lote de estos
mismos animales con granos provenientes de un pa-
ciente con actinomicetoma por A. madurae los cuales
fueron administrados via cojinete plantar en solucion
salina isoténica. La respuesta de los animales a esta
forma de inoculacién presenté aumento de volumen de
la pata, Gnicamente durante una semana ya que la di-
mensioén del pulpejo regresé a sus niveles normales a
partir de la segunda semana.

El analisis histologico de las muestras sometidas a
la técnica de Hematoxilina-Eosina demostr6 que no se
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0.35 _.__Tes‘fizj' animales_BaIb/c _inoculados con la cepa ATCC 19425.
R En los animales inoculados con los granos de paciente
03 1 0 en las otras cepas de ratdn no se logro la infeccion.
0.25 | (Figura 4).
0.2 La bacteria se present6 Gram positiva y con morfo-
015 ] logia diversa como cocos, bacilos y filamentos.
0.1 |
0.05 | i
—~@— Testigo
0 ettt 04"-—-—-ﬁ +ATCC
0.35 | —o— GIIAPI
1 2 3456 7 89 10121416182022 0.3 "‘—Gfanos
Semana 0.25
) ) B ) ) 0.2 | PN N S Sy S
Figura 1. Dimension del cojinete plantar en ratones CD1 ino- 0.15
culados con A. madurae GIIAP1. Con la cepa GIIAP1 de A. 01 |
madurae en adyuvante incompleto de Freund se prepar6 una 0 65 1
emulsion agua en aceite con una proporcion volumen a volu- ) o ) ‘ . ) . . . ) ) . )

men y se administro via cojinete plantar 0.1 mL en ratones
CD1 una o dos dosis del indculo (se indica con una flecha el
momento de la segunda inoculacién). Se hicieron registros
semanales de la dimension del cojinete plantar.
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Figura 2. Dimensién del cojinete plantar en ratones CFW
inoculados con A. madurae GIIAP1. Con la cepa GIIAP1 de
A. madurae en adyuvante incompleto de Freund se preparé
una emulsién agua en aceite con una proporcion volumen a
volumen y se administré via cojinete plantar 0.1 mL en rato-
nes CFW una o dos dosis del in6culo (se indica con una fle-
cha el momento de la segunda inoculacion). Se hicieron re-
gistros semanales de la dimensién del cojinete plantar.

presenta dafio tisular en los pulpejos de los animales
tratados ni algunas de las respuestas esperadas, es
decir, inflamacion, hipersensibilidad tardia o micetoma.

La busqueda del microorganismo en los tejidos se
realizé utilizando la tincion de Brown-Brenn y se encon-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Semana

Figura 3. Dimension del cojinete plantar en ratones Balb/c ino-
culados con A. madurae y granos de micetoma. A dos lotes de
animales se inocularon con A. madurae de las cepas ATCC
19425 y GIIAP-1, un tercer lote recibié granos de micetoma
obtenidos de paciente resuspendidos en solucion salina en el
minimo volumen Los tres grupos recibieron una dosis Unica
del in6culo respectivo, via cojinete plantar. El lote testigo reci-
bi6 solucién salina fisiologica estéril en volumen equivalente.
Se hicieron registros semanales de la dimension de la pata.

Figura 4. Andlisis histolégico. Apreciacion histologica del coji-
nete plantar de raton Balb/c inoculado con la cepa ATCC 19425
de A. madurae a las 22 semanas. Se observa el crecimiento
de la bacteria en forma filamentosa y la ausencia total de célu-
las inflamatorias alrededor. Técnica Brown-Brenn. 100x.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos demuestran que hubo aumento
en el diametro del cojinete plantar desde el momento de la
inoculacioén hasta el final del experimento independiente-
mente de la cepa de ratdn y de A. madurae utilizada; ex-
cepto por los ratones Balb/c inoculados con granos de
paciente que fue el Unico caso en que las patas recupera-
ron su dimensién normal, lo que demuestra la importan-
cia del vehiculo en el que se presento la bacteria.

Histologicamente la inflamacion se caracteriza por
la presencia de células polimorfonucleares y macrofa-
gos en el caso de respuestas agudas. Las caracteristi-
cas reportadas para el micetoma por Actinomadura son
acumulos bacterianos rodeados de células polimorfo-
nucleares, sin embargo, en ninguna de las muestras se
detect6 la presencia de células inflamatorias aunque
se demostro la presencia de la bacteria en los tejidos.

Al reproducir las condiciones experimentales para
inducir actinomicetoma por Nocardia, ahora utilizando
A. madurae, se logroé la infeccién, lo que sugiere que
probablemente sea cuestién de tiempo el lograr el mi-
cetoma. Sin embargo, es importante sefalar que des-
pués de once semanas de evolucién, se observa la pre-
sencia del microorganismo en el pulpejo sin manifestar
ningun tipo de respuesta inflamatoria, lo que nos lleva a
pensar que posiblemente A. madurae sea capaz de
despertar respuestas de tolerancia inmunoldgica o aner-
gia temporal que le permitan sobrevivir por largos pe-
riodos de tiempo.

La participacion de respuestas anérgicas en patolo-
gias producidas por actinomicetos se ha reportado ex-
tensivamente en infecciones por Mycobacterium leprae
donde se ha demostrado que las respuestas anérgicas
a la lepromina se relacionan con la limitada capacidad
para inhibir la multiplicacion bacteriana.®

Otro reporte que apoya la pérdida de la capacidad
inmunoldgica como responsable de la diseminacion en
actinomicetos, plantea un mecanismo diferente donde
se observa que la infeccién de macrofagos murinos in
vitro por Mycobacterium kansasii inhibe la expresién de
antigenos la, por lo tanto interfiere en el proceso de
presentacion antigénica y asi evade los mecanismos
de proteccion inmunolégica.*

Aunque a la fecha no se conocen con exactitud los
mecanismos que conducen a la incapacidad de respues-
ta inmune especifica o anergia, se han realizado gran
cantidad de estudios que permiten proponer diferentes
mecanismos, los cuales se han estudiado desde hace
varios afios y se sugiere que probablemente la pérdida
de respuesta celular especifica se deba a la presencia
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de linfocitos T supresores en modelos de hipersensibi-
lidad retardada o en respuestas cutaneas.®

En procesos infecciosos se han descrito respuestas
anérgicas en sarcoidosis, infecciones virales y en pro-
cesos granulomatosos en donde la respuesta celular
esta abatida y las posibles explicaciones para esto se
relacionan con la modificacion del trafico de linfocitos,
ya que por la estimulacién inmunolédgica se altera la
arquitectura y funcion de érganos linfoides o bien por la
participacion de factores humorales que pueden depri-
mir la transformacion de linfocitos,® sin embargo, el
avance en el conocimiento de las respuestas inmuno-
I6gicas ha permitido hacer nuevas propuestas en rela-
cion a la tolerancia inmunoldgica o anergia que de ma-
nera integral incluyen los siguientes mecanismos:

a) Ausencia de sefales co-estimulatorias entre las
células presentadoras del antigeno y el linfocito T (mo-
Iéculas de superficie B7 y CD28 respectivamente).’

b) Participacién de citocinas para la induccion de to-
lerancia periférica como lo son IL-10 e IL-12.181°

¢) Induccion de delecién clonal o anergia clonal en
células T respondedoras inducidas por superantige-
nOS.ZO’Zl

Aunque desconocemos cual o cuales pueden ser los
mecanismos involucrados para inducir respuestas anér-
gicas por Actinomadura madurae probablemente sean
éstos los responsables de la lenta evolucion que carac-
teriza al actinomicetoma inducido por esta bacteria.

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este trabajo se puede
concluir que se logro producir la infeccion por
Actinomadura madurae al demostrarse su presencia en
el tejido muscular del cojinete plantar de raton Balb/c
sin que se presentara respuesta inflamatoria a las once
semanas posinfeccion, lo que sugiere que es posible
qgue esta bacteria induzca algin mecanismo de tipo
anérgico en el huésped infectado.
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