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VIRULENCIA EN EL COBAYO DE CEPAS DE
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Algunas experiencias efectuadas en el sur de la India
indicarian que cepas de Mycobacterium tuberculosis de baja
virulencia podrian estar produciendo efectos inmunoldgicos
que modificarian la accion protectora de la vacuna BCG.
En el estudio que aqui se presenta se trata de determinar la
prevalencia de ese izpo de cepas de baja virulencia en nueve
paises de las Américas. Los resultados indican que la preva-
lenciz de esas cepas es relativamente baja en dichos paises.

Introduccion

Estudios de Frimodt-M¢ller (1), confir-
mados por Mitchison et al. (2, 3), han de-
mostrado que aproximadamente el 75%
de las cepas de M. tuberculosis aisladas de
pacientes no tratados en el sur de la India
presentaban menos virulencia en el coba-
yo vy mayor sensibilidad al peréxido de
hidrogeno que las cepas de M. tuberculo-
s¢s aisladas en Inglaterra (4).

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

! Informe de un proyecto en colaboracién de la Comisién Lati-
noamericana de Bacteriologia (COLABAT, Comité Regional de
la Unién Internacional contra la Tuberculosis); el Centro Pana-
mericano de Zoonosis (OPS/OMS), y el Laboratorio Nacional del
Centro para el Control de Enferrnedades de Ottawa, Canada. Se
publica en inglés en el Bulletin of the Pan American Health Orga-
nization, 1983.

2 Centro Panamericanc de Zoonosis (CEPANZO), OPS/OMS.
Casilla de Correo 3092, Correo Central, 1 000 Buenos Aires, Ar-
gentina.

% Laboratorio Regional de Tuberculosis, Cérdoba, Argentina.
4 Institutos Nacionales de Salud, Bogota, Colombia.

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

La infeccién de un alto porcentaje de la
poblacién en esa regién de la India con la
variante de M. tuberculosés de baja viru-
lencia antes mencionada podria explicar
los resultados observados. Los bacilos de

5 Laboratorio Central de Tuberculosis de México, México, D.F.
Instituto de Tisiologia y Neumologia, Universidad Federal de
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil.
7 Departamento de Diagnéstico de la Tuberculosis, Instituto de
Higiene L. Izquieta Pérez, Guayaquil, Ecuador.
8 Laboratorio del Centro para el Control de Enfermedades, Ot-
tawa, Canada.
Laboratorio Central de Tuberculosis, Maracaibo, Venezuela.
10 | aboratorio Central de Tuberculosis, San José, Costa Rica.
1 Instituto de Salud Pablica, Santiago, Chile.
12 L aboratorios 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
contraida la infeccidén, aunque pueden
ocasionarla tardiamente por reactivacion
endogena. Esas cepas de baja virulencia
pueden provocar una respuesta inmunita-
ria que compite con la que provoca la va-
cunacién con BCG. Por tanto su presen-
cia podria explicar en parte el hecho ob-
servado de que el BCG no confiera pro-
teccion (6).12

En las Américas la virulencia en coba-
yos de cepas de M. tuberculosis aisladas
de enfermos no tratados, se estudié en
Buenos Aires, Argentina, en 1966 (8) yen
Bahia, Brasil, en 1970 (9). En ninguno de
esos estudios se observd virulencia ate-
nuada. Se concibid el presente estudio en
colaboracién para analizar muestras de
cepas de M. tuberculosis de diversos
paises de las Américas con objeto de eva-
luar su virulencia en cobayos y su suscep-
tibilidad al perdxido de hidrégeno, con el
fin de determinar si ese tipo de variante
de escasa virulencia en estos paises
competiria con el efecto protector de la
vacunacién 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 paises de las Améri-
cas,'* y se enviaron al Centro Panamerica-
no de Zoonosis. Dichas cepas se analiza-
ron para investigar la produccién de
niacina y la actividad de la catalasa a

13 5; bien la vacunacién con BCG puede proteger a personas
no infectadas contra la tuberculosis primaria y evolutiva, lo mismo
que contra la reinfeccién enddgena, no puede esperarse que pro-
teja a personas no infectadas si su infeccidn llega a ser del tipo de
reinfeccién exdgena, pues en el momento de la reinfeccion el nivel
de inmunidad serfa el derivado de la infeccién primaria, se hu-
biera administrado el BCG antes de ocurrir esta o no, de manera
que los sujetos testigo y los vacunados habrian tenido el mismo
riesgo de sufrir la enfermedad por reinfeccion endégena™ (7).

14 Argentina, Brasil, Canad, Colombia, Costa Rica, Chile,
Ecuador, México y Venezuela.

temperatura ambiente y a 68 °C (10);
también fueron examinadas por lo que
respecta a pigmentacion, sensibilidad a la
isoniazida y al per6xido de hidrégeno, asi
como a su virulencia en cobayos.

Se determind la sensibilidad al perdxi-
do de hidrogeno conforme al método
descrito por Narayanan Nair et al. (4), en
el que los resultados se expresan como
porcentaje de bacilos que sobreviven a la
exposicion a una solucién de peréxido de
hidrogeno al 0,02% durante 90 minutos.

La virulencia de las cepas en los coba-
yos se determind segan el método descrito
por Mitchison et al. (2, 3). Especifica-
mente se inoculd cada cepa por via sub-
cutinea en cuatro cobayos. Cada uno de
estos animales, todos ellos machos albinos
de pelo corto, de 350 a 400 g de peso, re-
cibié 1 mg de masa bacilar. La cantidad
de bacilos inoculados se controlé median-
te enumeracion de las colonias desarrolla-
das en subcultivos.

De los cuatro animales inoculados con
cada cepa, dos fueron sacrificados seis se-
manas después de la inoculacién y dos a
las 12 semanas después de la inoculacién,
si no habian muerto antes.'® Luego se
practicd un examen posmortem y se clasi-
fic6 segn una escala de 0 a 100 el grado
en que se manifestd la enfermedad en el
bazo, el higado, los pulmones, el sitio de
inoculacién y los ganglios linféaticos
correspondientes.

Esa calificacién, dividida por el tiempo
de supervivencia del animal en dias (inde-
pendientemente de que hubiera muerto o
fuera sacrificado), constituyd el indice de
virulencia de la cepa. Ese indice se convir-
t16 en un indice radical, de acuerdo con el
procedimiento de Mitchison et al. (2, 3),
sacando su raiz cuadrada. Los mismos ex-

1% Todos los cobayos inoculados con una cepa de Canada mu-
rieron en el curso de seis semanas a partir de la inoculacién. De los
cobayos inoculados con las demds cepas, murieron en las cifras ha-
bituales bien fuera dentro de los periodos establecidosde 0 a6y 7
a 12 semanas o por haber sido sacrificados 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 simulta-
neamente con las cepas patrén de M. fu-
berculosis, HgyRv (virulenta), Hs7Ra
(avirulenta) y cepa de la India 79157,
TMC 120 (de virulencia atenuada en co-
bayos).

Resultados
Pruebas de identificacion

Los resultados de las pruebas de niaci-
na, catalasa, pigmentacion y sensibilidad
a la isoniazida indicaron que de las 159
cepas estudiadas, todas excepto siete eran
de M. tuberculosis positivas a la catalasa y
sensibles a la isoniazida. De las 28 cepas
mexicanas se encontrd que una era perte-
neciente al complejo M. avium-intracel-
lulare-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-
losés 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.

Senstbilidad al peroxido de hidrégeno

En todos los cultivos estudiados, excep-
to 12, sobrevivié 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 exposicion 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 cobayos

Los indices radicales de virulencia obte-
nidos para las 152 cepas analizadas de M.
tuberculosss positivas a la catalasa y sen-
sibles a la isoniazida aparecen en los
cuadros 1 y 2. La mayoria de esas cepas al-
canzaron indices 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. tuberculo-
sis sensibles a la isoniazida y aisladas de enfermos en los paises participantes de Ameérica del Sur.

Cepas sudamericanas probadas, por pais de origen

Argentina Brasil Colombia Chile Ecuador Venezuela
Indices Cepas Cepas Cepas Cepas Cepas Cepas Cepas Cepas Cepas Cepas Cepas Cepas
radicales alas alas alas alas alas alas alas alas alas alas alas alas
de virulencia, 6 se- 12 se- 6 se- 12 se- 6 se- 12 se- 6 se- 12 se- 6 se- 12 se- 6 se- 12 se-
aproximados rmanas manas manas manas manas manas Inanas manas manas manas mMmanas manas
0,4 - - - — - - - 1 - - - -
0,6 — — - — - — — — — — — -
0.8 — 3 — 7 — 3 - 1 - 2 — 7
1,0 2 9 5 10 1 3 13 1 6 1 3
1,2 12 5 11 — — 11 1 6 1 5 —
1,4 3 — 2 1 1 - 4 — 2 - 11 7
N°® 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 1,30 1,02 1,31 1,05 1,33 1,07 1,39 1,15
Desviacién
estandar 0,11 0,08 0,12 0,14 0,09 0,13 0,10 0,16 0,12 0,11 0,13 0,20
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CUADRO 2—Indices 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 pais de origen

Canada Costa Rica Meéxico
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
0,6 — — 2 4 1 2
0,8 — 1 2 5 1 3
1,0 2 2 6 14 4 13
1,2 7 9 17 10 12 3
1,4 4 — 6 — 4 -
Ne total de cultivos 13 122 33 33 23 23
Indice radical medio 1,34 1,26 1,23 1,09 1,25 1,00
Desviacién estandar 0,12 0,15 0,21 0,20 0,22 0,22

# Los cuatro cobayos inoculados con una de las cepas canadienses murieron durante las seis semanas siguientes a la inoculacién. Esa cepa
se eliminé de la columna de “12 semanas” porque no pudo probarse su virulencia después del periodo de seis semanas.

En la figura 1 se presentan los resultados
obtenidos con esas 152 cepas, agrupadas
por pais de origen, en términos de grados
de lesion medios posmortem y de tiempos

de supervivencia del cobayo. Los grados de
lesion alcanzados y la pendiente positiva de
los valores medios trazados hace que el
comportarniento general de las cepas ana-

FIGURA 1—Resuitados obtenidos con 152 cepas es-
tudiadas de M. tuberculosis, agrupadas por pais de ori-
gen, en funcion de grados de lesion 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 indice radical de 0,8 o mas)
descritas por Mitchison et al. (3).

En la figura 2 se muestran graficamente
las relaciones entre los grados de lesion y los
tiempos de supervivencia del cobayo en
pruebas con las tres cepas patron y con las
cepas sensibles a la isoniazida que presenta-
ron la menor virulencia. La mayoria de las
cepas de baja virulencia (las cuatro de Cos-
ta Rica, la de Chile y dos de las cuatro de
Meéxico) mostraron también extraordinaria
sensibilidad al peréxido de hidrégeno.

Conclusiones

En general los valores de virulencia ob-
tenidos parecen ser comparables a los pre-
viamente observados en las cepas briténi-
cas de M. tuberculosis, teniendo en cuenta
las diferencias que son de esperar en expe-
rimentos realizados por distintos investiga-
dores utilizando animales de diversos ori-
genes. Sin embargo, un cierto nimero de
cepas individuales mostraron virulencia
atenuada en cobayos (con indices 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 6,3% de
las 16 cepas chilenas. Esos porcentajes de
cepas que presentaron baja virulencia
constituyen un total relativamente pe-
quefio en comparacion con el 75% que se
observé con baja virulencia en el sur de la
India (1-3). Estos resultados indican que
por lo que respecta a los paises 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-
munoldgicamente con la vacuna BCG.

Resumen

En el sur de la India no se demostrd la
eficacia de la vacunacién 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 funcion de grados de
lesion posmortem y de tiempos de supervivencia de los coba-
yos, con las tres cepas patron de M. tuberculosis y con nueve
cepas de prueba cuyos indices radicales mostraron virulencia

relativamente baja.
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nolégicos que modifican los que ordina-
riamente produce el BCG. El estudio que
aqui se consigna fue concebido para po-
ner a prueba cepas de M. tuberculosis
aisladas de pacientes no tratados en nueve
paises de las Américas con objeto de eva-
luar la prevalencia de cepas de baja viru-
lencia en esos paises. Con esa finalidad se
probo la virulencia de 159 cepas en coba-
yos, su sensibilidad al perdxido de hidro-
geno (otra caracteristica de las variantes
de virulencia atenuada de la India), asi
como su sensibilidad a la isoniazida, la ac-
tividad de la catalasa, la produccién de
niacina y la pigmentacién. Los resultados

indicaron que la gran mayoria de las 152
cepas sensibles a la isoniazida ensayadas
fueron normalmente virulentas en coba-
yos. Nueve de esas cepas (17,4% de las de
México, 12,1% de las de Costa Rica y
6,3% de las de Chile) mostraron baja vi-
rulencia en cobayos. Sin embargo en to-
dos los casos el porcentaje de cepas de ba-
ja virulencia fue mucho menor que el que
predomina en el sur de la India, lo que in-
dica que en cuanto concierne a los paises
del estudio es muy poco probable que las
variantes de virulencia atenuada de M.
tuberculosis compitan inmunolégicamen-
te con el BCG. ]
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purpose, 159 strains were tested for virulence in
guinea pigs and sensitivity to hydrogen peroxide
(another characteristic of the low-virulence
strains from India), and also for INH sensitivity,
catalase activity, niacin production, and
pigmentation. The results indicated that the
vast majority of the 152 INH-sensitive strains
tested were normally virulent in guinea pigs.
Nine of these strains (17,4 per cent of those from

Mexico, 12,1 per cent of those from Costa Rica,
and 6,3 per cent of those from Chile) did exhibit
low virulence in guinea-pigs. However, in all
cases the percentage of low-virulence strains was
far less than that prevailing in southern India,
suggesting that so far as the study countries are
concerned, the likelihood of low-virulence M.
tuberculosis strains competing immunologically
with BCG is very slight.

Viruléncia para a cobaia de cepas de Mycobacterium tuberculosis isoladas
de doentes nao tratados em nove paises da América (Resumo)

O insucesso na demonstracio da efetividade
da vacina de BCG no sul da India além da alta
prevaléncia de baixa viruléncia de cepas de
Mpycobacterium tuberculosis nessa area,
sugerem que essas variantes de viruléncia
atenuada poderiam causar os efeitos
imunoldgicos que intervém com os que
geralmente origina a BCG. O estudo que aqui
se apresenta intentou testar as cepas de M.
tuberculosis isoladas de doentes n3o tratados em
nove paises das Américas para poder calcular a
prevaléncia das cepas de baixa viruléncia nesses
paises. Testaram-se 159 cepas para provar a
viruléncia nas cobaias e a sensibilidade ao
peréxido de hidrogénio (outra caracteristica das
variantes de viruléncia atenuada da India);

sensibilidade 2 isoniazida, atividade de catilase,
producao de niacina e pigmentagio. Os
resultados indicam que urna grande maioria das
1562 cepas testadas no concernente a sua
sensibilidade a isoniazida eram habitualmente
virulentas nas cobaias. Nove dessas cepas
(17,4% procedentes do México; 12,1% da
Costa Rica e 6,3% do Chile) mostraram baixa
viruléncia nas cobaias. Contudo, em todos esses
casos citados, a percentagem de cepas de baixa
viruléncia foi muito inferior 2 que predomina
no sul da India. Isto sugere que tanto quanto ao
estudo dos paises se refere, a probabilidade de
que as variantes de viruléncia atenuada do M.
tuberculosis imunologicamente rivalizem com a
vacina BCG, & realmente negligenciavel.

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

L'inéfficacité de la vaccination par le BCG
observée dans la zone meériodionale de I'Inde
jointe a la prévalence élevée de souches de
Mycobactertum 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
I'étude que nos exposons ici, dans neuf pays
d’Amérique des souches de M. tuberculosis
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 maniére a en déceler non
seulement la virulence mais aussi leur sensibilité
au piroxyde d’hydrogéne (autre caractéristique
des variantes de virulence atténuée de I'Inde) et

a lisoniazide, ainsi que lactivit¢ de la
peroxydase, la production d’acide nicotinique et
la pigmentation. D’aprés les résultats obtenus, il
ressort que la grande majorité des 152 souches
sensibles a l'isoniazide testées sur des cobayes se
sont révélées normalement virulentes. Neuf de
ces souches (17,4% de celles du Mexique,
12,1% de celles en provenance du Costa Rica et
6,3% 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 a celle observée en Inde
mériodionale. Il y a lieu d’en conclure que dans
les pays etudiés, les variantes de virulence
atténuée de M. tuberculosisnesont |  appelées
pour le moment a se substituer au BCG pour ses
effets immunologiques.



