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Resumen

El Bacillus anthracis es un bastoncillo no-mévil, grampositivo,
capaz de formar esporas centrales, las colonias son no-
hemoliticas con aspecto de vidrio pulido, y cuando se inocula
sobre el agar nutriente afiadido de bicarbonato al 0.7%, a
temperatura de 37 °C, y en atmdsfera de biéxido de carbono
al 10%, la bacteria sintetiza la capsula de poli-D &cido
glutamico, y en estas colonias mucoides la capsula puede te-
fiirse con azul de metileno. Los hemocultivos realizados en
pacientes con carbunco sistémico casi siempre resultan posi-
tivos, y debido a la existencia de cepas resistentes a la penici-
lina, incluso las bacterias modificadas genéticamente, se debe
realizar la prueba de sensibilidad frente a los antibiéticos en
todos los aislamientos clinicos. Los métodos diagndsticos mas
recientes como la reaccién en cadena de polimerasa (PCR) y
la inmunotincion de las biopsias son herramientas dtiles en el
laboratorio clinico. Los factores de virulencia del B. anthracis
son codificados por dos plasmidios, y los genes de la toxina
estan formados por el antigeno protector, el factor letal, y el
factor edematigeno que puede dafar las funciones del
macrdéfago (mc), la toxina letal estimula a los mc para liberar
el factor de necrosis tumoral a y la interleucina-If que son los
responsables de la muerte subita en el carbunco septicémico.

Palabras clave: Bacillus anthracis, bacteriologia, patogenia,
diagndstico, imégenes.

Summary

Bacillus anthracis is a nonmotile, gram-positive, aerobic rods
that is capable of forming central spores. Colonies are
nonhemolytic, often looking like ground glass, when inoculated
onto nutrient agar containing 0.7 percent bicarbonate and
grown overnight at 37 °C in the presence of 10 percent carbon
dioxide, poly- D- glutamic acid capsule is formed. In these
mucoid colonies the capsule can be stained with methylene
blue. Blood cultures in cases of systemic anthrax infection are
allmost always positive, and because of the potential for
penicillin resistant strain, including deliberately modified
bacteria, antibiotic susceptibility testing should be performed
on all isolates. New and rapid diagnostic techniques such as
polymerase chain reaction and tissue immunostaing may
become very useful in the clinical laboratory setting. The
virulence factor of B. anthracis are encoded by two plasmids,
the exotoxin gene is composed of protective antigen, lethal
factor and edema factor, the macrophages (mc) function is
impaired and lethal toxin stimulates the mc to release tumor
necrosis factor a and interleukin- I8, which are responsible for
sudden death in septicemic anthrax.

Key words: Bacillus anthracis, bacteriology, pathogenesis,
diagnosis, images.
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Introduccioén

El &ntrax es una zoonosis bacteriana de animales her-
bivoros —vacas, ovejas, cabras, caballos, bufalos, ele-
fantes—, se transmite accidentalmente al hombre,
se adquiere al ponerse en contacto con animales en-
fermos o muertos de fiebre esplénica o carbunco o
de productos contaminados, principalmente pelos,
cueros, lana, huesos, etcétera. En fecha reciente se
han registrado casos mortales de antrax pulmonar
relacionados con el superterrorismo, es decir, el uso
indiscriminado y masivo de bacterias patdgenas y/o
sus esporas que potencialmente pueden causar ele-
vada mortalidad y panico colectivo.l?
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Recoleccién y transporte
de las muestras

Para recoger y transportar las muestras que se
sospeche contengan B. anthracis o sus esporas, ex-
tremadamente resistentes y peligrosas, deben co-
locarse los especimenes en un recipiente de vidrio
grueso cerrado herméticamente y empacado den-
tro de un tubo de plastico con etiqueta de adver-
tencia muy visible. En estos casos deberan obser-
varse en el laboratorio las mas estrictas medidas
de seguridad y proteccion para evitar accidentes
que contaminen a los laboratoristas.®#

a) Plasmidio p x 01 (de 184.5 pares de kilobases) genera 3 toxinas

1) Factor letal

Metaloproteasa

S

Estos dos componentes se unen en la
superficie celular y son translocados al
citosol del hospedero

\

Toxina letal

v

Histonecrosis hemorragica

2) Antigeno protector

Permite la entrada de la
toxina a la célula huésped

/\/

3) Factor edematigeno

Adenilciclasa Ca** dependiente +
calmodulina

Ambos componentes se ligan en la superficie
celular y son luego translocados al citosol del

hospedero %

Toxina edematigena

v

Edema y compresion tisular

\ Tox;mia /

Estado de choque

Muerte

b) Plasmidio p x 02 (de 95.3 pares de kilobases) codifica tres genes de la capsula: cap B, cap C y cap A. Se sintetiza el polimero de

poliglutamato que protege contra la fagocitosis.

Fuente: Carrada-Bravo T. Modificado de referencia nim. 22.

Figura 1. Patogenia de la toxinfeccion en el antrax, factores de virulencia bacteriana.
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Puerta de entrada de las esporas del B. anthracis

a) Piel (95%0)

T

b) Gastrointestinal (rara)

¢) Pulmones (5%)

/

| Los macrofagos ingieren las esporas|

Multiplicacion de la fase vegetativa y activacion de plasmidios p x 01 y p x 02 favorecidos
por la temperatura y el medio rico en bicarbonato del hospedero

La bacteria se multiplica rapidamente, sintetiza los factores de virulencia, inhibe la
cascada oxidativa del macréfago y tiene acciones antifagocitarias

| 1) Toxina edematigena compresiva

2) La toxina letal destruye los
macrofagos y se libera

3) Céapsula de glutamato antifagocitica|

el FNT-alfay la IL-1*

Diseminacion linfohemat6gena |-a—B| Necrosis hemorragica y edema tisular | <eg—p

Bacteremia y toxemia

'

'

Meningoencefalitis hemorréagica ———— | Estado de choque y muerte | -¢——— Edema pulmonar y mediastinitis

* FNT = Factor de necrosis tumoral; IL-1 = interleucina-1
Fuente: Carrada-Bravo T. Modificado de referencia nim. 22.

Figura 2. Patogenia y fisiopatologia del antrax.

Manejo de muestras clinicas

Gold encontrd que la penicilina, administrada seis
horas antes de recolectar las muestras, elimina las
bacterias del liquido vesicular en las lesiones cuta-
neas y que la putrefaccion destruye las formas
vegetativas presentes en los cuerpos de los anima-
les muertos.® Las muestras mas Utiles para el diag-
nostico son los frotis delgados para microscopia, los
exudados, la sangre y el liquido cefalorraquideo. Las
autopsias realizadas “en campo” incrementan el ries-

go de infeccién de los veterinarios y contaminan el
suelo lo que origina un foco de infeccion para el
ganado, por esta razén no se recomienda efectuar
tal procedimiento.®

Los hisopos de algoddn estéril se empapan
con liguido vesicular, sangre o liquido cefalorra-
quideo (LCR) y se les coloca dentro de un tubo
estéril con tapon de rosca; es deseable mante-
ner las muestras refrigeradas pero no congela-
das. En los humanos muertos por antrax inhalado
se pueden tomar muestras de ganglios medias-
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Figura 3. Médico veterina-
rio de 34 afios de edad de
Pénjamo, Guanajuato quien
manejé los cueros y pelos
de vacas muertas por car-
bunco hemorrégico. En la
cara anterior del antebra-
Z0 izquierdo presentd una
pustula (3er. dia), se trans-
formd en vesicula y se ul-
cerd (décimo dia), dejo una
lesién ulceronecrética
negruzcade 0.5 cm de dia-
metro poco dolorosa, con
eritemay edema perilesio-
nal. Fiebre de 38°C, aste-
nia y adinamia.

Figura 4. El exudado tomado de la lesién cutanea se sembro
en agar gelosa sangre de borrego a 37°C. A las 10 horas se
observo la presencia de colonias blanquecinas secas y muy
adherentes al medio de cultivo. Esta bacteria no es fastidiosa,
en agar sangre de conejo forma colonias ligeramente hemoliticas
que tienen forma de “cabeza de medusa”.

Figura 5. Colonias observadas con el microscopio estereos-
copico. Se demuestra el borde de la colonia riziforme y ondu-
lado x 10.
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Figura 6. En un frotis delgado de la colonia tefiido con el
método de Gram se observan abundantes bacilos largos y
cortos tefiidos de color azul parpura (gram positivo). Esta mor-
fologia es caracteristica de la fase vegetativa y toxigénica del
B. anthracis. Frotis del cultivo a las 8 horas x 600.

Figura 7. En un frotis del cultivo observado a las 48 horas se
ven los bacilos con los extremos cuadrados, miden de 1 a 1.3
micrones de ancho y de 3 a 10 micrones de largo. En el interior
del cuerpo bacilar se aprecia la existencia de esporas centrales
y ovoides (sin tefiir) que no rebasan la superficie externa de la
bacteria. Incubacion aerdébica a 20°C. Tinciéon de Gram x 1,000.

Figura 8. Con la mi-
croscopia de barrido se
puede observar la mor-
fologia caracteristica
del B. anthracis “en cafia
de bamb chino” las es-
poras son mas cortas y
més electrodensasy de
forma ovoide. Estas es-
poras son formas resis-
tentes del germen y
pueden permanecer
viables en los cadaveres
y en la tierra por déca-
das; suelen resistir la resequedad, el calor, la luz ultravioleta,
la radiacion gamma de onda corta y muchos desinfectantes
quimicos, por esta razén se han usado como armas bioldgicas
poderosas x 5,000.
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Figura 9. Microscopia
de barrido. La espora
bacteriana de frente, in-
cubada en medio de
suero humano fresco a
37°C, emerge una cé-
lula vegetativa, el pro-
ceso de germinacion se
realiza dentro de los
macrofagos humanos.
La célula vegetativa se
reproduce en la sangre
y genera la toxemia ca-
racteristica del antrax
septicémico x 50,000.
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Figura 10. Frotis obtenido de una microvesicula en un caso
de carbunco cutaneo. Se observan células vegetativas abun-
dantes rodeadas de una cépsula externa, en estas lesiones
clinicamente “activas” no hay esporas. Tincién de Gram x 500.
La capsula es un polimero del 4cido D. glutdmico de alto peso
molecular y es un factor de virulencia bacteriana.

Figura 11. Frotis del liquido cefalorraquideo (LCR) de un pa-
ciente con meningoencefalitis y septicemia causadas por B.
anthracis, la pequefia lesion primaria se localiz6 en la region
cervical del paciente. Obsérvese la presencia de filamentos
bacilares largos “en cadena”, macréfagos, polimorfonucleares,
neutroéfilos y eritrocitos. El dntrax produce necrosis hemorragica
del tejido cerebral afectado y el laboratorista puede observar la
bacteria en el LCR y cultivarla en gelosa sangre de borrego.

Figura 12. Estudio
post mortem . En el cor-
te macroscoépico del
encéfalo se observo las
meninges congestio-
nadas y la presencia de
necrosis hemorragica
del hemisferio dere-
cho. El antrax sistémi-
co produce bacteremia
y con frecuencia inva-
de y lesiona las menin-
gesy el tejido cerebral.
El método microbiolo-
gico de confirmacion
més Util es el hemo-
cultivo y puede obte-
nerse crecimiento bac-
teriano alas 6-24 horas.

Figura 13. Estudio histopatoldgico del tejido cerebral del caso
de lafigura 12. El patdlogo practicé cortes histoldgicos seriados,
habiéndose demostrado la presencia de grandes cantidades de
bacilos en la zona necrotica del encéfalo. B. anthracis es un ger-
men peligroso para el personal de laboratorio, se recomienda
extremar las medidas de seguridad y cultivar las muestras con
guantes y cubrebocas, bajo una campana microbiologica de
méxima seguridad. Tincién de Brow-Bren x 600.

Figura 14. Bacillus
anthracis produce una
exotoxina edemati-
gena (enzima ade-
nilatociclasa depen-
diente de la calmo-
dulina), como se de-
muestra en este pa-
ciente quien present6
hinchazon intensa del
parpado izquierdo con
amoratamiento y ne-
crosis hemorrégica.
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tinales, bazo, exudado pleural peritoneal, liqui-
do cefalorraquideo y encéfalo, que pueden ser
cultivadas o fijadas en formaldehido al 10% para
examen histopatol6gico.”*

Frotis delgados
para microscopia

Se debe preparar dos frotis delgados del liquido
vesicular, sangre o LCR al llegar las muestras al labora-
torio; se pueden fijar en liquido de Zenker (la formula
es bicromato de potasio acuoso 2.5% Yy cloruro de
mercurio 8%) por 3 a 5 minutos o bien formaldehido
acuoso al 37% por 10 minutos para garantizar la
inactivacion de las esporas. Uno de los frotis se tifie
con el método de Gram y el otro se examina con la
técnica de anticuerpos fluorescentes. 1o

Patogenia del antrax

La infeccion comienza con la introduccion de las
esporas al huésped y su ingestion por los macroéfa-
gos. Dentro de los fagocitos las esporas germinan y
se generan los bacilos de la fase vegetativa que se
reproducen localmente y cuando la bacteria invade
el torrente sanguineo las exotoxinas sintetizadas
producen los sintomas y signos de la enfermedad.
Experimentalmente se ha demostrado que al inyec-
tar el suero neutralizante obtenido de animales pre-
viamente infectados se puede modificar el curso de
la enfermedad; de este modo se comprobd la viru-
lencia del B. anthracis y sus exotoxinas.'2'” La inves-
tigacion realizada en los Ultimos 50 afios referente a
los componentes de las exotoxinas y su mecanismo
de accion ha ayudado a entender los hallazgos pa-
tolégicos encontrados en las victimas del antrax. Se
conoce la existencia de tres factores de virulencia
presentes en las cepas de B. anthracis causantes de
enfermedad: 1) la cipsula de acido glutamico antifa-
gocitica, 2) la toxina letal necrotizante y hemorragi-
paray 3) la toxina causante del edema.

Se ha descrito otro componente conocido como
“antigeno protector” el cual se une al factor letal
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para producir la toxina letal; del mismo modo se
liga con el factor edema para generar la toxina
edematigena; esta union se realiza en la membra-
na celular del hospedero, es decir, este “antigeno
protector” facilita la entrada de ambos factores de
virulencia al interior (citosol) de la célula animal y
de esta manera se adquieren las actividades biol6-
gicas de citotoxicidad e histonecrosis (figura 1).

Las bacterias mutantes que no forman capsulas
son menos virulentas. Se han reconocido dos
plasmidios responsables de sintetizar la capsula y
la exotoxina del ntrax.”*>!* La produccion de los
componentes toxicos es favorecida en el ambien-
te interno del hospedero, célido y rico en bicarbo-
nato.® El polimero capsular de &cido glutamico es
necesario para inhibir la ingestion de la bacteria
por los fagocitos, aunque la exotoxina tiene tam-
bién un efecto antifagocitico y simultdneamente
bloquea la cadena oxidativa de los macro6fagos que
contienen al B. anthracis.’® La toxina edematigena
incrementa los niveles intracelulares de adeno-
sinmonofosfato ciclico (CAMP) y se induce asi el
edema lesional y la compresion tisular asociados a
la proliferacién bacteriana.

Como su nombre lo indica, la toxina letal pare-
ceria ser el factor de virulencia bacteriana més im-
portante, este componente toxico es citolitico para
los macrdfagos y secundariamente induce la libe-
racion del factor de necrosis tumoral alfa (FNT-
alfa) y de la interleucina (IL-1) productos que con-
tribuyen a incrementar la citoletalidad. Los
anticuerpos especificos contra el FNT-alfa y la IL-
1, inyectados a los ratones infectados, suelen pro-
teger al animal contra el efecto de una dosis letal
de la exotoxina del antrax, por tanto, la destruc-
cion del macrofago es un mecanismo critico en la
patogenia de la toxina letal. En otro experimento
se demostré que los ratoncillos de laboratorio
depletados de macro6fagos son resistentes al efec-
to letal de la toxina con sobrevivencia de 100%o,
contra sélo 10% registrado en el grupo control,
pero la reinyeccion de los macréfagos aunque no
de otros tipos celulares, restauré la letalidad de la

Rev Mex Patol Clin, Vol. 49, Nam. 3, pp 141-147 = Julio - Septiembre, 2002



Carrada BT. Diagnostico bacterioldgico del antrax

toxina bacteriana.’>?-% En las figuras 1 y 2 se resu-
me la patogenia y fisiopatologia del antrax.
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