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Algunas experiencias efectuadas en el sur de la India 
indicarian que cepas de Mycobacterium tuberculosis de baja 
virulencia podrían estar produciendo efectos inmunológicos 
que modzjiicarian la acción protectora de la vacuna BCG. 
En el estudio que aquise presenta se trata de determinar la 
preuaíencia de ese tipo de cepas de bcja virulencia en nueve 
paces de las Américas. Los resultados indican que la preva- 
lencia de esas cepas es relativamente beja en dichos paises. 

Introducción 

Estudios de Frimodt-M$ller (I), confir- 
mados por Mitchison et al. (2, 31, han de- 
mostrado que aproximadamente el 75% 
de las cepas de M. tuberculoszi aisladas de 
pacientes no tratados en el sur de la India 
presentaban menos virulencia en el coba- 
yo y mayor sensibilidad al peróxido de 
hidrógeno que las cepas de M. tuberculo- 
szS aisladas en Inglaterra (4). 

Se ha renovado el interés en esas observa- 
ciones a consecuencia de un estudio sobre 
los resultados de la vacunación con BCG 

’ Informe de un proyecto en colaboración de la Comisión Lati- 
noamericana de Bacteriología (COLABAT. Comité Regional de 
la Unión Internacional contra la Tuberculosis): el Centro Pana- 
mericano de Zoonosis (OPYOMS), y el Laboratorio Nacional del 
Centro para el Control de Enfermedades de Ottawa, Canadá. Se 
publica en inglésen el Bulletti of the Pan Amencan Health Orgn- 
nizak-m. 1983. 

’ Centro Panamericano de Zoonosis (CEPANZO), OPWOMS. 
Casilla de Correo 3092. Correo Central, 1 000 Buenos Aires, Ar- 
gentina. 

’ Laboratorio Regional de Tuberculosis, Córdoba. Argentina. 
4 Institutos Nacionales de Salud, Bogotá, Colombia. 

practicada en el sur de la India, bajo los 
auspicios del Consejo Indio de Investiga- 
ciones Médicas en colaboración con la 
OMS y los Centros para el Control de En- 
fermedades de Estados Unidos de Améri- 
ca. En ese estudio no se demostró que la 
vacunación BCG confiriera protección 
contra el desarrollo de tuberculosis pul- 
monar bacilífera (5). 

La infección de un alto porcentaje de la 
población en esa región de la India con la 
variante de M. tuberculosti de baja viru- 
lencia antes mencionada podría explicar 
los resultados observados. Los bacilos de 

5 Laboratorio Central de Tuberculosis de México, México, D.F. 

ti Instituto de Tisiología y Neumología, Universidad Federal de 
Río de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil. 
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8 Laboratorio del Centro para el Control de Enfermedades. Ot- 
tawa, Canadá. 

’ Laboratorio Central de Tuberculosa. Maracaibo. Venezuela. 

Io Laboratorio Central de Tuberculosis. San José, Casta Rica. 

t1 Instituto de Salud Pública, Santiago. Chile. 

** Laborator& Provinciales de Tuberculosis de las provincias de 
Jujuy y Chaco, respectivamente. Argentina. 
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baja virulencia son infecciosos pero rara 
vez causan enfermedad al poco tiempo de 
contraída la infección, aunque pueden 
ocasionarla tardíamente por reactivación 
endógena. Esas cepas de baja virulencia 
pueden provocar una respuesta inmunita- 
ria que compite con la que provoca la va- 
cunación con BCG. Por tanto su presen- 
cia podría explicar en parte el hecho ob- 
servado de que el BCG no confiera pro- 
tección (6) .r3 

En las Américas la virulencia en coba- 
yos de cepas de M. tuberculosis aisladas 
de enfermos no tratados, se estudió en 
Buenos Aires, Argentina, en 1966 (8) y en 
Bahia, Brasil, en 1970 (9). En ninguno de 
esos estudios se observó virulencia ate- 
nuada. Se concibió el presente estudio en 
colaboración para analizar muestras de 
cepas de M. tuberculosis de diversos 
países de las Américas con objeto de eva- 
luar su virulencia en cobayos y su suscep- 
tibilidad al peróxido de hidrógeno, con el 
fin de determinar si ese tipo de variante 
de escasa virulencia en estos países 
competiría con el efecto protector de la 
vacunación con BCG. 

Materiales y métodos 

Se cultivaron en medio de Lowenstein 
Jensen muestras de 159 cepas de M. tu- 
berculosis aisladas de enfermos antes de 
ser tratados en nueve países de las Améri- 
cas,14 y se enviaron al Centro Panamerica- 
no de Zoonosis. Dichas cepas se analiza- 
ron para investigar la producción de 
niacina y la actividad de la catalasa a 

” “Si bien la vacunación con BCG puede proteger a personas 
no infectadas contra la tuberculosis primaria y evolutiva, lo mismo 
que contra la reinfección endógena, no puede esperarse que pro- 
teja a personas no infectadas si su infección llega a ser del tipo de 
reinfección exógena, pues en el momento de la reinfección el nivel 
de inmunidad sería el derivado de la infección prhmnia, se hu- 
biera administrado el BCG antes de ocurrir esta o no. de manera 
que los sujetos testigo y los vacunados habrían tenido el mismo 
riesgo de sufrir la enfermedad por reinfección endógena” (7). 

l4 Argentina, Brasil. Canadá, Colombia, Costa Rica, Chile, 
Ecuador. México y Venezuela. 

temperatura ambiente y a 68 “C (10); 
también fueron examinadas por lo que 
respecta a pigmentación, sensibilidad a la 
isoniazida y al peróxido de hidrógeno, así 
como a su virulencia en cobayos. 

Se determinó la sensibilidad al peróxi- 
do de hidrógeno conforme al método 
descrito por Narayanan Nair et al. (41, en 
el que los resultados se expresan como 
porcentaje de bacilos que sobreviven a la 
exposición a una solución de peróxido de 
hidrógeno al 0,02Q/, durante 90 minutos. 

La virulencia de las cepas en los coba- 
yos se determinó según el método descrito 
por Mitchison et al. (2, 3). Específica- 
mente se inoculó cada cepa por vía sub- 
cutánea en cuatro cobayos. Cada uno de 
estos animales, todos ellos machos albinos 
de pelo corto, de 350 a 400 g de peso, re- 
cibió 1 mg de masa bacilar. La cantidad 
de bacilos inoculados se controló median- 
te enumeración de las colonias desarrolla- 
das en subcultivos. 

De los cuatro animales inoculados con 
cada cepa, dos fueron sacrifkados seis se- 
manas después de la inoculación y dos a 
las 12 semanas después de la inoculación, 
si no habían muerto antes.r5 Luego se 
practicó un examen posmortem y se clasi- 
ficó según una escala de 0 a 100 el grado 
en que se manifestó la enfermedad en el 
bazo, el hígado, los pulmones, el sitio de 
inoculación y los ganglios linfáticos 
correspondientes. 

Esa calificación, dividida por el tiempo 
de supervivencia del animal en días (inde- 
pendientemente de que hubiera muerto o 
fuera sacrificado), constituyó el índice de 
virulencia de la cepa. Ese índice se convir- 
tió en un índice radical, de acuerdo con el 
procedimiento de Mitchison et al. (2, ?), 
sacando su raíz cuadrada. Los mismos ex- 

l5 Todos las cobayos inoculados con una cepa de Canadá mu- 
rieron en el curso de seis semanas a partir de la inoculación. De los 
cobayos inoculadcw con las demás cepas, murieron en las cifras ha- 
bituales bien fuera dentro de los períodos establecidos de 0 a 6 y 7 
a 12 semanas o por haber sido sacrificadm al término de 6 y 12 se- 
manas. 
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perimentos y procedimientos empleados 
para obtener ese valor en las cepas de 
prueba se practicaron también simultá- 
neamente con las cepas patrón de M. tu- 
berculosis, Hs7Rv (virulenta), H37Ra 
(avirulenta) y cepa de la India 79157, 
TMC 120 (de virulencia atenuada en co- 
bayos). 

Resultados 

Pruebas de identz@cación 

Los resultados de las pruebas de niaci- 
na, catalasa, pigmentación y sensibilidad 
a la isoniazida indicaron que de las 159 
cepas estudiadas, todas excepto siete eran 
de M. tuberculosti positivas a la catalasa y 
sensibles a la isoniazida. De las 28 cepas 
mexicanas se encontró que una era perte- 
neciente al complejo M. atium-intracel- 
Zulare-scrofulaceum, y cuatro eran cepas 
de M. tuberculosis débilmente positivas a 
la catalasa pero resistentes a la isoniazida. 
Otras dos cepas de prueba de M. tubercu- 
losis también resultaron resistentes a la 
isoniazida: una cepa de Costa Rica débil- 
mente positiva a la catalasa, y una cepa 
de Venezuela negativa a la catalasa. 

SensibiZidad al peróxido de hidrógeno 

En todos los cultivos estudiados, excep- 
to 12, sobrevivió por lo menos 50% de los 
bacilos expuestos. Las cepas excepcional- 
mente sensibles fueron las cuatro de Mé- 
xico resistentes a la isoniazida, la cepa de 
Costa Rica resistente a la isoniazida, y 
siete cepas sensibles a la isoniazida (dos de 
México, cuatro de Costa Rica y una de 
Chile). Los porcentajes de bacilos de las 
cepas resistentes a la isoniazida que sobre- 
vivieron a la exposición antes mencionada 
variaron de 10 a 30, en tanto que los por- 
centajes de bacilos en las cepas sensibles a 
la isoniazida que sobrevivieron variaron 
de 15 a 40. 

Virulencia en co bayos 

Los índices radicales de virulencia obte- 
nidos para las 152 cepas analizadas de M. 
tuberculosis positivas a la catalasa y sen- 
sibles a la isoniazida aparecen en los 
cuadros 1 y 2. La mayoría de esas cepas al- 
canzaron índices de valores iguales o supe- 
riores a 0,8, lo que indica alta virulencia 
en cobayos. 

CUADRO 1 -Indices radicales de virulencia obtenidos para las 83 cepas estudiadas de M. tubetculo- 
sis sensibles a la isoniazida y aisladas de enfermos en los países participantes de América del Sur. 

Cepas sudamericanas probadas, por país de origen 

Argentina Brasil Colombia Chile Ecuador Venezuela 

Indices Cepas Cepas Cepas Cepas Cepas Cepas Cepas Cepas Cepas Cepas Cepas Cepas 
radicales a las a las a las a las a las a las a las a las a las a las a las a las 

de virulencia, 6se- 12se- 6 se- 12 se- 6se- 12se- 6 se- 12 se- 6se- 12~ 6 se- 12 se- 
aproximados manas manas manas manas manas manas manas manas manas manas manas manas 

0,4 - - - 1 -- - - 

Os6 - - - - - - - - 

Os8 -3 -7 -3 -1 -2 -7 

1.0 2 9 5 10 1 3 1 13 1 6 1 3 
12 12 5 ll - 4 - 11 1 6 1 5 - 

1,4 3 - 2 1 1 - 4 - 2 - ll 7 

No total de 

cultivos 17 17 18 18 6 6 16 16 9 9 17 17 
Indice radical 

medio 1,31 1.10 1,26 1.04 130 1,02 1,31 1,05 1,33 1,07 1,39 1.15 
Desviación 

estándar 0,ll 0,08 0,12 0,14 0,09 0,13 0,lO 0,16 0,12 0,ll 0,13 0,20 
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CUADRO Z-lndices radicales de virulencia obtenidos para las 69 cepas estudiadas de M. tuberculo. 
sis sensibles a la isoniazida y aisladas de enfermos en los paises participantes de América del Norte y 
Central. 

Cepas de América del Norte y Central probadas, por país de origen 

Canadá Costa Rica México 

Indices radicales Cepas a Cepas a Cepas a Cepas a Cepas a Cepas a 
de virulencia, las 6 las 12 las 6 las 12 las 6 las 12 
aproximados semanas semanas semanas semanas semanas semanas 

0,4 - - - 1 2 

076 - 2 4 1 2 

03 - 1 2 5 1 3 

l,O 2 2 6 14 4 13 

12 7 9 17 10 12 3 

1,4 4 - 6 - 4 

No total de cultivos 13 12a 33 33 23 23 

Indice radical medio 1.34 1,26 1,23 1,09 1,25 1 *OO 

Desviación estándar 0,12 0,15 0,21 0,20 0,22 0,22 

’ LOS cuatro cobayos inoculadas con una de las cepas canadienses murieron durante las seis semanas siguientes a la inoculación. Esa cepa 
se eliminó de la columna de “12 semanas” porque no pudo probarse SU virulencia después del período de seis semanas. 

En la figura 1 se presentan los resultados de supervivencia del cobayo. Los grados de 
obtenidos con esas 152 cepas, agrupadas lesión alcanzados y la pendiente positiva de 
por país de origen, en términos de grados los valores medios trazados hace que el 
de lesión medios posmortem y de tiempos comportamiento general de las cepas ana- 

FIGURA l-Resultados obtenidos con 152 cepas es- 
tudiadas de M. tuberculosis, agrupadas por país de ori- 
gen, en función de grados de lesión medios posmortem 
y de tiempos de supervivencia de los cobayos de prueba. 
Las pendientes sumamente pronunciadas indican alta 
virulencia. 
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lizadas se vea muy semejante al comporta- 
miento de las cepas de alta virulencia (con 
valores de índice radical de 0,8 o más) 
descritas por Mitchison et al. (3). 

En la figura 2 se muestran gráficamente 
las relaciones entre los grados de lesión y los 
tiempos de supervivencia del cobayo en 
pruebas con las tres cepas patrón y con las 
cepas sensibles a la isoniazida que presenta- 
ron la menor virulencia. La mayoría de las 
cepas de baja virulencia (las cuatro de Cos- 
ta Rica, la de Chile y dos de las cuatro de 
México) mostraron también extraordinaria 
sensibilidad al peróxido de hidrógeno. 

Conclusiones 

En general los valores de virulencia ob- 
tenidos parecen ser comparables a los pre- 
viamente observados en las cepas británi- 
cas de M. tuberculoti, teniendo en cuenta 
las diferencias que son de esperar en expe- 
rimentos realizados por distintos investiga- 
dores utilizando animales de diversos orí- 
genes. Sin embargo, un cierto número de 
cepas individuales mostraron virulencia 
atenuada en cobayos (con índices radicales 

de 0,40 a 0,79). Esas nueve cepas constitu- 
yeron el 5,9% de la muestra general de 
152 cepas sensibles a la isoniazida; 17,4% 
de las 23 cepas mexicanas sensibles a la iso- 
niazida; 12,1% de las 33 cepas de Costa 
Rica sensibles a la isoniazida, y 6,30/, de 
las 16 cepas chilenas. Esos porcentajes de 
cepas que presentaron baja virulencia 
constituyen un total relativamente pe- 
queño en comparación con el 75% que se 
observó con baja virulencia en el sur de la 
India (I-3). Estos resultados indican que 
por lo que respecta a los países comprendi- 
dos en el estudio, es muy reducida la pro- 
babilidad actual de que las cepas de M. tu- 
berculosis de baja virulencia compitan in- 
munológicamente con la vacuna BCG. 

Resumen 

En el sur de la India no se demostró la 
eficacia de la vacunación con BCG, y es- 
to, junto con una alta prevalencia de ce- 
pas de Mycobacterium tuberculosis de ba- 
ja virulencia en esa zona, ha indicado que 
estas variantes de virulencia atenuada 
pueden estar produciendo efectos inmu- 

FIGURA 2-Resultados obtenidos, en función de grados de 
lesión posmortem y de tiempos de supervivencia de los coba- 
yos, con las tres cepas patrón de M. tuberculosis y con nueve 
cepas de prueba cuyos indices radicales mostraron virulencia 
relativamente baja. 
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nológicos que modifican los que ordina- indicaron que la gran mayoría de las 152 
riamente produce el BCG. El estudio que cepas sensibles a la isoniazida ensayadas 
aquí se consigna fue concebido para po- fueron normalmente virulentas en coba- 
ner a prueba cepas de M. tuberculosis yos. Nueve de esas cepas (17,4% de las de 
aisladas de pacientes no tratados en nueve México, 12,1% de las de Costa Rica y 
países de las Américas con objeto de eva- 6,3% de las de Chile) mostraron baja vi- 
luar la prevalencia de cepas de baja viru- rulencia en cobayos. Sin embargo en to- 
lencia en esos países. Con esa finalidad se dos los casos el porcentaje de cepas de ba- 
probó la virulencia de 159 cepas en coba- ja virulencia fue mucho menor que el que 
yos, su sensibilidad al peróxido de hidró- predomina en el sur de la India, lo que in- 
geno (otra característica de las variantes dica que en cuanto concierne a los países 
de virulencia atenuada de la India), así del estudio es muy poco probable que las 
como su sensibilidad a la isoniazida, la ac- variantes de virulencia atenuada de M. 
tividad de la catalasa, la producción de tubemdoszi compitan inmunológicamen- 
niacina y la pigmentación. Los resultados te con el BCG. n 
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Virulence in the guinea-pig of Mycobacterium tuberculosis strains isolated 
from untreated patients in nine American countríes (Summary) 

Failure to demonstrate the effectiveness of interfere with those ordinarily produced by 
BCG vaccination in South India, together with BCG. The study reported here was designed to 
a high prevalence of low-virulence Myco- test M. tuberculosti strains isolated from 
bacterium tuberculosis strains in that area, has untreated patients in nine countries of the 
suggested that these low-virulence variants Americas in order to assess the prevalence of 
could be producing immunolo~gical effects that low-virulence strains in those countries. For this 
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purpose, 159 strains were tested for virulence in Mexico, 12,l per cent of those from Costa Rica, 
guinea pigs and sensitivity to hydrogen peroxide and 6,3 per cent of those from Chile) did exhibit 
(another characteristic of the low-virulence low virulence in guinea-p+ However, in al1 
strains from India), and also for INH sensitivity, cases the percentage of low-virulence strains was 
catalase activity, niacin production, and far less than that prevailing in southern India, 
pigmentation. The results indicated that the suggesting that so far as the study countries are 
vast majority of the 152 INH-sensitive strains concerned, the likelihood of low-virulence M. 
tested were normally virulent in guinea pigs. tuberculosti strains competing immunologically 
Nine of these strains (17,4 per cent of those from with BCG is very slight. 

Virulência para a cobaia de cepas de Mycobacterium tuberculosis isoladas 
de doentes não tratados em nove países da América (Resumo) 

0 insucesso na demonstracào da efetividade sensibilidade à isoniazida, atividade de catálase, 
da vacina de BCG no su1 da Índia além da alta producão de niacina e pigmentacáo. Os 
prevalência de baixa virulencia de cepas de resultados indicam que urna grande maioria das 
Mycobacterz’um tuberculosis nessa área, 152 cepas testadas no concernente a sua 
sugerem que essas variantes de virulencia sensibilidade à isoniazida eram habitualmente 
atenuada poderiam causar os efeitos virulentas nas cobaias. Nove dessas cepas 
imunológicos que intervêm com os que (17,4$‘& procedentes do México; 12,l y0 da 
gerahnente origina a BCG. 0 estudo que aqui Costa Rica e 6,3<r, do Chile) mostraram baixa 
se apresenta intentou testar as cepas de M. virulencia nas cobaias. Contudo, em todos esses 
tuberculoti isoladas de doentes não tratados em casos citados, a percentagem de cepas de baixa 
nove países das Américas para poder calcular a virulencia foi muito inferior a que predomina 
prevalência das cepas de baixa virulencia nesses no sul da Índia. Isto sugere que tanto quanto ao 
países. Testaram-se 159 cepas para provar a estudo dos países se refere, a probabilidade de 
virulência nas cobaias e a sensibilidade ao que as variantes de virulencia atenuada do M. 
peróxido de hidrogênio (outra característ$a das tuberculosti imunologicamente rivalizem com a 
variantes de virulencia atenuada da India): vacina BCG, é realmente negligenciável. 

Virulence sur le cobaye de souches de Mycobacterium tuberculosis isolées 
de patients non traités dans neuf pays d’Amérique (Résumé) 

L’inéfficacité de la vaccination par le BCG 
observée dans la zone mériodionale de l’Inde 
jointe à la prévalence élevée de souches de 
Mycobacterzhm tuberculosis de faible virulence 
a indiqué que ces variantes de virulence 
atténuée peuvent avoir des effets 
immunologiques qui modifient ceux que 
produit ordinairement le BCG. Au cours de 
l’étude que nos exposons ici, dans neuf pays 
d’Amérique des souches de M. tuberculoti 
isolées de patients n’ayant pas subi de 
traitement ont été testées afin d’évaluer la 
prévalence de souches de faible virulence dans 
ces pays. A cette fin 159 souches ont été testées 
sur des cobayes de manière à en déceler non 
seulement la virulence mais aussi leur sensibilité 
au piroxyde d’hydrogène (autre caractéristique 
des variantes de virulence atténuée de l’Inde) et 

à l’isoniazide, ainsi que l’activité de la 
peroxydase, la production d’acide nicotinique et 
la pigmentation. D’après les résultats obtenus, il 
ressort que la grande majorité des 152 souches 
sensibles à l’isoniazide testées sur des cobayes se 
sont révélées normalement virulentes. Neuf de 
ces souches (17,4% de celles du Mexique, 
12,l y0 de celles en provenance du Costa Rica et 
6,3oJ, de celles du Chili) ont fait preuve de faible 
virulence sur les cobayes. Toutefois, la 
proportion de souches de faible virulence a été 
inférieure dans ces pays à celle observée en Inde 
mériodionale. Il y a lieu d’en conclure que dans 
les pays etudiés, les variantes de virulence 
atténuée de M. tuberculosis ne sont , appelées 
pour le moment 2 se substituer au Bc‘G pour ses 
effets immunologiques. 


