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PROLOGO 

Las enfermedades producidas por mÍCobacterias en el hom
bre y animales representan un importante y específico renglón en 
la nosología de las enfermedades infecciosas. 

El avance de los díft:rentes métodos de diagnóstico bacte
riológico, como también lus adelantos logrados últimamente en 
los procedimientos de control de dichas enfermedades, nos 
obligaron a condensar una gran cantidad de literatura del ramo, 
y, jqnto con propias experiencia;:!, sintetizar el texto expuesto a 
continuación. 

En cuanto a los agentEs infecciosos de las enfermedades en 
l-"Uestión, éstos se asemejan mucho entre sí a nivel de sus carac
teristicas tintóreas y aspecto morfológico, pero se difieren en 
mayor o menor gradu por :,us particularidades de cultivo, pro
piedades metabólicas, serologicas (antigénicas) y biológicas, 

. El estudio anatoll1o-patológico, tanto macroscópico como 
microscópico no siempre nos lleva a un diagnóstico acertado, ya 
que la respuesta tisular en diferentes enfermedades mÍCobac
terianas puede ser característica pero no específica para un agen
te determinado. 

Aunque las enfermed&des como la tub"rculosis del hombre y 
de los animales, la paratuberculosis bovina y ovina, la enfer
medad de Hansen, la lepra del búfalo, de la rata y de la rana y. 
algunas otras micobacteriosís son producidas por agentes pa
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tógenos y virulentos, existe un gran número de mico bacterias 
inofensivas que están muy difundidas en la naturaleza. 

Las micobacterias no patógenas desarrollan funciones 
biológicas muy importantes en el suelo y pueden transformar los 
hidrocarburos en sustancias orgánicas asimilables por los ve
getales. 

Algunas micobacterias son capaces de atacar y descomponer 
los hidrocarburos de la gasolina, un hecho que puede crear ac
cidentes en la industria del petróleo. 

Se sabe que la virulencia y patogenicidad de las micobac
terias son particularidades inconstantes y variables y que, casi 
toda la acción de su complejo metabolismo está caracterizada por 
frecuentes cambios y ajustes a las condiciones del medio exterior. 
,Es ésta, pues, la razón por la cual Ulla gran parte de investi
gadores sostienen la opinión que no existen especies invariables, 
otros, sin embargo, siguen insistiendo en la invariabilidad de las 
mismas. 

Durante unos treinta años nos hemos dedicado al estudio de 
las características citológicas y efectos patógenos de las micobac
terias, con aspiración de contribuir al mejor conocimiento de las 
enfermedades que éstas producen. Nuestra intención ha sido, no 
solamente de exponer al lector lo resuelto y aceptado unáni
mamente, sino también, enterarlo en lo que aÚn está por dilu
cidar. 

Finalmente, creemos que es oportuno señalar que el Comité 
de Expertos de la Organización Mundial de la Salud, en tuber
culosis, en su noveno informe (1974) llegó a la conclusión que 
.. conviene seguir estudiando los métdos simplificados para la 
identificación de las micobacterias". 

Alexis ILUKEVICH. 

CLASIFICACION DE LAS MICOBACTERIAS 

Según Bergey's Manual of Determinatíve Bacteriology 
(1957) las mÍCobacterias pertenecen al: 
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REINO: Vegetal (Cohn, 1872*) 
TIPO (Phylum): Talófitas (Thallophyta-Endlicher, 1836) 
CLASE: Esquizomicetos (Schizomycetes - Naegeli, 1857) 
ORDEN: Actinomicetales (Actinomycetales-Buchanan, 

1917). 
FAMILlA: Micobacteriáceas \ Mycobacteriaceae- Ches ter, 

1901). 
GENERO: Micobacterium ( Mycobacterium - Lehmann y 

Neumann, 1896). 

("') 	 La inclusión de los microorganismos t3n el reino vegetal es 
aceptada solamente con el propósito de facilitar su clasifi
cación; en realidad no son ellos verdaderos vegetales, tam
poco animales. 

La familia de las Micobacteriáceas abarca microorganismos 
que no poseen micelios o que los tienen rudimentarios, y que no 
forman esporos; se dividen en dos géneros: 

10 Micobacterium (MYi.'obacterium - Lehmann y Neumann, 
1896). 

2 0 Micococus (MYcococcus - Krassilnikov, 1938). 

Al género Mycobacterium pertenecen bacterias inmóviles 
que no producen esporos, que son ácido-resistentes y aerobias. El 
géneró Mycobacterium es constituido de 14 especies clasificadas, 
que según Bergey's Manual of Determinative Bacteriology son 
las siguientes: 

1. 	 SapI1lfitos incluso parásitos ocasionales (potential parasites): 

1 () Mycobacterium phlei, Lehmann y Neumann, 1899 
2 o Mycobacterium smegmatis, Lelunann y NeumanIl, 1899 
3 o Mycobacterium fortuitum, Cruz, 1938 
4 o Mycobacterium marlnum, Aronson, 1926 
5 o Mycobacterium thamnopheos, Aronson, 1929 
6 o Mycobacterium platypoecilus, Baker y Hagan, 1942 

n. Parásitos de los animales bomotermos: 
7 o Mycobacterium ulceraIls, MacCallum, 1950 
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8 Ú Mycobacterium tuberculosis, Lehmann y Neumann, 1896 
9 o Mycobacterium bovis, Bergey y colaboradores, 1934 
10 Mycobacterium microti, Reed o Mycobaderium murís, 

Smith y colaboradores, 1948, 
11 Mycobacterium avium, Chester, 1901 
12 Mycobacteriurn paratuberculosis, Bergey y colabora

dores, 1923. 
13 Mycobacterium leprae, Lehmann y Neumann, 1896 
14 Mycobacterium lepraemurium, Marchoux y Sorel, 

1912. 

Según Salle (1957) la descripción para la familia Mycobac
teriaceae es la misma que para el género Mycobacterium y es la 
siguiente: 

"Filamentos delgados, bacilos rectos o ligeramente curvos, a 
menudo de forma irregular, y ligeramente ramificados a veces. 
Con frecuencia se tiñen de modo desigual, es decir, muestran 
diferencias de reacción a los colorantes dentro de la célula (bur
bujas). Inmóviles, sin conidios, aerobios, grampositivos, ácido. 
resistentes. Las especies patógenas tardan en desarrollarse 
(varias semanas); las del suelo, el agua y la vegetación crecen con 
más rapidez (en varios d{as)". 

Ilukevich y col. (1964) clasifican las micobacterias partiendo 
de los efectos patógenos que éstas producen en animales suscep
tibles, agrupándolas en tres categorias siguientes: 

L Especies patógenas para el hombre y animales homotermos: 

10 Mycohacterium tuberculosis, Lehmann y N eumann. 1896, 
(Koch. 1882). 
Bacterium tubel"culosis, Zopf, 1883 
Mycobacterium tuberculosis V AR. hominis, B€rgey y 
colaboradores, 1934. 
Mycohacterium tuberculosis typus humanlls, Lehmann 
y Neumann, 1907. 
Tuberkelbadllus, Koch,1882 
Bacilo de Koch (nombre común) 
El microorganismo es el agente infeccioso de la tuber

culosis humana, principalmente. 
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2° Mycobacterium bovis, Bergey y colaboradores, 1934, 
(Smith, 1896). 
Mycobacterium tuberculosis varo bovis, Bergey y cola
boradores, 1934. 
Mycobacterium tuberculosis typus bovinus, Lehmann y 
Neumann, 1907. 
Bacilo tuberculoso bovino (nombre común). 
Produce la tuberculosis en casi todas las especies de 
animales mamíferos, en los bovinos, principalmente. 

3° Mycobacterium muris, Smith y colaboradores, 1948, 
(Wells, 1937). 
Mycobacterium microti, Reed, 1956 
Mycobacterium tuberculosis varo muris, Brooke, 1941 
Vole bacillus, Wells, 1937. 
Bacilo de Wells (nombre común) 
Produce lesiones tuberculosas generalizadas en el arvícola 

(Microtus agrestis), ratón de bosque (Apodemus Sylva
ticus) yen el musgaño (Sorex araneus), principalmente. 

4° Mycobacterium avium, Chester, 1901 (Strauss y Ga
m aléia , 1891). 
Mycobacterium tuberculosis avium, Lehmann y Neumann, 
1896. 
Mycobacterium tuberculosis typus gallinaceus, Lehmann 
y Neumann, 1907. 
Bacillus der Huhnertuberculose, Maffucci, 1892 
Bacilo tuberculoso aviar (nombre común). 
El bacHo mencionado es el agente infeccioso de la tuber

culosis de las gallinas y especies afines, también de los 
bovinos y porcinos, parcialmente. 

5° Mycobacterium balnei, Norden y Linell, 1951 
Germen considerado responsable de lesiones cutáneas en 
los humanos (infección balnearia); es idéntíco con el My
cobact. marinum, Aronson - 1926. 

6° Mycobactenum ulcerana, McCallum y colaboradores, 
1948, 1950. 
Es el agente infeccioso de lesiones ulceradas crónicas en la 
piel, subcutis, mÚsculos, tendones y huesos de los hu
manos, 
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7° Mycobllcterium par8tubet~ulosis, Bergey y colaboradores, 
1923· 

Mycobacterium enteritidis. Lehm'lno y N~umfl.nn. 1927 

Bacilo de Johne (nombre común) 


Responsable de la disenterfa del ganado vacuno y ovino; 

enfermedad descrita por .Johne y Froth:ingham, en 1895; 

bacilo cultivado por Twort. en 1910. 


8° Mycobacterium leprae, Lehmann y Neumann. 1896 (Han
sen, 1874). 
Bacillus leprae, Annauer Hansen, 1874 
Bacilo de Hansen (nombre común) 
Bacilo considerado como causa etiológica de la enfer

medad de Hansen o lepra de los humanos, 

9° Mycobacterium lepraemurium, Marchoux y Sorel, 1912 
(Stefansky, 1903), 
Bacilo de Stefansky (nombre común) 
Es el agente infeccioso de la lepra de las ratas. 

10 Mycobacterium bubalorum. Lobel, 1934 (Kok y Roesli, 
1926). 
El bacilo está relacionado con la fonnación de nódulos 
lepromatosos en los búfalos de agua de Java. 

11 Mycobacterium fortuitum, Cruz, 1938 
Produce abscesos en el hombre, les~ones supurativas en 

los bovinos y nódulos generalizados en ranas; es idéntico 
con el M. giae, Darzins, 1950 

n. Especies parásitas y patógenas para los animales de srotgre 
fría: 

1° Mycobacterium piscium, Bergey y colaboradores, 1934. 

Bacillus tuberculosis piscium, Dubard, 1897 
Microorganismo aislado de nódulos tuberculoides de car

pas; es patógeno para ranas, sapos. tortugas, serpientes, 
lagartos y sa1amandras. gn la infección artificial no 
produce lesiones en conejos, acures y pollos. No causa en
fermedad en peces de agua salada. 

http:N~umfl.nn
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20 Mycobacterium friedmanii, Holland, 1934 
Mycobacterium chelonei, Bergey y colaboradores, 1934 
Mycobacterium ranae, Kuster, 1905 

Bacilo aislado por Friedman, en 1903, de nódulos caseosos 
pulmonares de una tortuga. Experimentalmente produce 
lesiones granulomatosas localizadas, casi en todas las es
pecies de animales de sangre fria, ocasionalmente, también 
en el acure; es inofensivo para conejos, ratas y ratones. 
Actualmente lo consideran idéntico con el Mycobacterium 
smegmatis (Ruth Gordon, 1953, en Bergey's Manual of 
Determinative Bacteriology, 1957). 

3° Mycobacterium marinum, Aronson, 1926 
Microorganismo aislado de focos necróticos viscerales de 
peces de agua salada (Abudefduf mauritii, Micropogon 
undulatus y Centro pristes striatus). Es patógeno para 
ranas y también para ratones y palomas. No causa le
siones en conejos y acures; se cree que es idéntico con el 
Mycobacterium balnei~ Norden y Linell, 1951. 

4o l\fycobacterium thamnopheos, Aronson, 1929. 
Produce lesiones granulomatosas generalizadas en la ser

piente Thamnophis sirtalis; experimentalmente causa 
lesiones en serpientes, ranas, lagartos y peces; no es pa
tógeno para conejos, acures y pollos. 

5° Mycobacterium platypoecilus, Baker y Hagan, 1942 
Aislado de úlceras cutáneas y lesiones viscerales de pez 
mexicano, Platypoecilus maculatus. 

6° Mycobacterium giae, Darzins, 1952 
Bacilo cultivado a partir de focos (nódulos) viscerales de 
ranas de Bahía, Brasil. Experimentalmente produce tu
bérculos en acures; según Bergey's Manual of Determi
native Bacteriology (1957), es idéntico con el Mycobac
terium fortuitum, Cruz, 1938. 

7° Mycobacterium sp., Machícao y La Placa, 1954 
Agente infeccioso de lesiones granulomatosas, semejantes 

a lepromas, en la piel y v{sceras de ranas de La Paz, Bo
livia. 
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In. Especies saprofitas: 

10 Mycobacterium phlei, Lehmann y Neumann, 1899 
Microorganismo aislado por Moeller, en 1898, del fleo 

(PhJeum pratense) - una gramínea forrajera; es muy difun
dido en la hierba, heno, suelo y polvo. No es patógeno para 
animales de experimentación, no obstante, inoculado en 
dosis masivas puede causar en el acure pequeños abscesos 
reversibles. 

Sinonimia: Mycobacterium moelleri, Chester, 1901 
Sclerotrix phlei, Vuillemin (?) 

Thimothebacillus o Grassbacillus, Moeller, 1898 

20 Mycobacterium smegmatis, (Trevisan, 1889) Lehmann y 
Neumann 1899. 
Smegma bacillus, Alvarez y Tavel, 1885 
El microorganismo es muy extendido en la naturaleza; se 

encuentra en la leche y productos lácteos contaminados, en 
el estiércol bovino y heces de roedores; con frecuencia 
hallado en el esmegma de los humanos y animales. Es des
crito bajo otros nombres específicos, tales corno: 

Mycobacterium lacticola, Lehmann y N eumann, 
1899. 

Mycobacterium berolinensis, Bergey y colabora
dores, 1934 (aislado por'Rabinowitsch, en 1897). 

Mycobacterium butyricum, Bergey y Colabora
dores, 1934. 

Butterbacillus, Petri, 1898 
Mycobacterium graminis, Chester, 1901 
Mycobacterium lacticola alfa planum, Lehmann y 

Neumann, 1896. 
Mycobacterium lacticola planum, Haag, 1897 
Mycobacterium stercoris, Bergey y colaboradores, 

1934. 
Mistbacillus, Moeller, 1898 
Bacillus friburgensis, Korn, 1899 
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GUIA PARA LA DIFERENCIACION DE LAS ESPECIES 
DEL GENERO MYCOBACTERIUM 

Reed, G., Gordon, R., y Hanks, J. H. (en Bergey's Ma
nual of Determinative Bacteriology, Williams and WUkins Co., 
Baltimore, 7° Ed., 1957. Reedic .• 1966, pág. 695) recomiendan 
la siguiente clave para las especies del género en cuestión: 

1. Saprófitos incluso parásitos ocasionales (potential pa
rasites); se desarrollan rápidamente en la mayoría de los 
medios de cultivo a la temperatura de 28°C. 

Tanto las cepas cultivadas a partir de lesiones tubercu
losas de los animales de sangre fría, como las procedentes de 
úlceras, lesiones cutáneas y otras infecciones de carácter 
ocasional en animales mamíferos, no se distinguen de los 
saprófitos aislados del suelo, agua, plantas y otros substratos. 

Dichas micobacterias son acidorresistentes cuando se 
desarrollan bajo condiciones apropiadas. 

A. especies que crecen a la temperatura de 45°C: 

1. 	 Crecen a 52°C.; no producen ácido de ramnosa o ino
sitol: . 

(1) Mycobacterium phlei 
2. No crecen a 52°C.; producen ácido de ramnosa o inositol: 

(2) Mycobacterium smegmatis 
B. No se desarrollan a la temperatura de 45°C.: 

(3) Mycobacterium fortuitum 
(4) Mycobacterium marinum 
(5) Mycobacterium thamnopheos 
(6) Mycobacterium platypoecilus 

n. Parásitos de animales homotermos; bacilos ácido resisten
tes: 

A. Se desarrollan en medios de cultivo artificiales, 
1. 	 No crecen a las temperaturas superiores de 33 oC; no 

son patógenas para acures y conejos, sin embargo, 
producen lesiones cutáneas en ratas y ratones inocu
lados experimentalmente. Dichas micobacterias pro
ducen lesiones ulceradas crónicas en los humanos: 
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(7) Mycobacterium ulcerans 

2. 	 Crecen a la temperatura de 37°C: 
al Crecimiento lento en todos los medios de cultivo 
b I Produce tuberculosis generalizada experimental en 
el acure. 

c) N o produce tuberculosis generalizada experimental 

en el conejo y pollo. Colonias típicas son ligeramente 

pigmentadas y glicerinófilas: 


(8) Mycobacterium tuberculosis 

ce) 	 Produce tuberculosis generalizada experimental en el 
conejo y acure; no la produce en los pollos. Colonias 
típicas no producen pigmento alguno y son gliceri
nófobas: 

(9) Mycobacterium bovis 

bb) No producen tuberculosis generalizada experimental 
en acures. 

cl 	 Produce tuberculosis generalizada experimental en el 
ratón silvestre, no la produce en los pollos: 

(10) Mycobacterium microti 

cc) 	 Produce tuberculosis generalizada experimental en 
diferentes aves, gallinas especialmente: 

(11) Mycobacterium avium 

aa) Crece en cultivos primarios con adiciÓn de micobac
terias muertas por el calor, o de sus extractos, al medio 
de cultivo; no es patógeno para los acures y pollos: 

(12) Mycobacterium paratuberculosis 
B. No se desarrollan en medios de cultivo inanimados 

1. 	 La enfermedad ocurre en personas. El agente infeccioso 
no se transmite a otras especies animales. 
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(13) Mycobacterium leprae 

2. 	 La enfermedad ocurre en ratas salvajes y ratones. La 
transmisión artificial a las ratas, ratones y hamsters es 
posible. 

(14) Mycobacterium lepraemurium 

En las últimas décadas, sin embargo, se han encontrado 
micobacterias que no se identifican con ninguna de las especies 
mencionadas y que se han designado como micobacterias "a
típicas", "anónimas" o "no clasificadas" (Beaven, y col., 1931; 
Feldman y col., 1934; Pinner, 1935; Pollak y Buhler, 1955; Run
yon, 1959; Pollak y Quiñones, 1962). 

Varios autores hablan de un considerable número de pacien
tes con pulmones afectados en los cuales un cuidadoso estudio de 
cultivos de esputo nunca ha revelado bacilos tuberculosos, a 
pesar de un repetido hallazgo de micobacterias "atípicas" (Wood 
y col., 1956; Weed y col., 1957; Levis y col., 1959; Meissner, 
1960). 

También de las lesiones leprosas de la piel humana se han 
aislado micobacterias no clasificadas que en experimentos de 
inoculación han producido lesiones características de tipo le
promatoso en diferentes animales de laboratorio (Soule y 
McKinley, 1932; Souza Araujo, 1950; Convit y col., 1962; Bin
ford, 1962; Ilukevich, 1969). 

Los datos proporcionados por Wedman (1966) revelan que 
en Estados Unidos, país donde las pérdidas debidas a la tuber
culosis bovina se hallan en un nivel extremadamente bajo, en 
1963, lograron aislar 151 cepas procedentes de bovinos positivos 
a la prueba de tuberculina, con los siguientes resultados: 

M. bovis ............ 65 cepas 

M. Avium ............ 15 cepas 

Micobacterias 

no clasificadas ..... 71 cepas 
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Timple y Runyon (1954), y posteriormente Runyon (1959) 
idearon un método provisional para reunir todas las micobac
terias "atípicas" en los 4 grupos siguientes: 

Grupo 1:. Micobacterias fotocromógenas 

La pigmentación de las colonias que se desarrollan en obs
curidad es nula o muy escasa; al exponer durante 1 hora colonias 
recién desarrolladas a la luz del día o de un foco de 30 vatios 
colocado a 45 cm., éstas colocadas de nuevo en la incubadora (a 
obscuridad), a las 6 a 12 horas se toman amarillas. En las co
lonias maduras la reacción provocada por la luz es lenta o nula. 
La velocidad del crecimiento es como la del bacilo tuberculoso, o 
algo más rápida, a 37°C; sin embargo, crecen ~ambién a 25°C. 
Las colonias por lo general son de aspecto liso, con cierta tenden
cia a rugosidad. Las células son de tamaño medio un poco mayor 
que lOE bacilos de la tuberculosis y fuertemente ácido resistentes. 

En medios liquidos suelen revelar cierta tendencia a la for
mación de cordones (acordonamiento). Los gérmenes acusan una 
moderada (a veces intensa) actividad catalásica y no producen 
niacina en cantidades apreciables. Su resistencia a las drogas an
tituberculosas "in vitro" es apreciable. Los bacilos inoculados 
por via intravenosa o intraperitoneal son capaces de producir en
fermedad evolutiva en ratones y cricetos (hamster). 

No producen lesiones progresivas en el acure por inyección 
subcutánea, son apat6genos para el conejo y pollo. 

En la actualidad se conocen 2 serotipos diferentes de las 
micobacterias fotocromógenas. 

Grupo II: Micobacterias escotocromógenas 

Las colonias aparecen pigmentadas (de color amarillo hasta 
anaranjado rojizo) tanto en la obscuridad como en presencia de la 
luz. La velocidad de crecimiento se aproxima a la del bacilo 
tuberculoso humano, a los 37°C. Se desarrollan también a la 
temperatura de unos 25°C., pero mucho más lento; el crecimiento 
suele cesar a los 45°C. Las colonias son casi siempre de aspecto 
liso, raramente rugosas y a veces en forma de una pelicula 



16 

cromógena. Las células son fuertemente ácido r-esistentes, no for
man cordones, poseen moderada (a veces intensa) actividad 
catalásica y no producen niacina en cantidades apreciables por la 
reacción de Konno. La resistencia a los fármacos es como la del 
Grupo 1. 

No producen lesiones en el acure, conejo y pollo, no obstante, 
existen cepas patógenas para ratones, ratas y cricetos. 

Hay 3 serotipos reconocidos. 

Grupo III: Micobacterias no-fotocromógenas: 

La mayoría de las cepas no son cromógenas, y cuando hay 
una leve pigmentación, ésta se desarrolla lentamente. Pertenecen 
a este grupo cepas que revelan cierta semejanza con M. avium, y 
que en la mayoría de los casos se desarrollan a los 45°C. y re
ducen el telurito de potasio. 

Las colonias generalmente son de aspecto liso, húmedo, 
redondas, convexas y relativamente pequeñas. Las células son 
pleomorfas, a menudo sumamente cortas y marcadamente ácido 
resistentes. No forman cordones. La actividad de catalasa en 
general es moderada, a veces poca, o intensa (excepcionalmente l. 
No forman niacina en cantidades apreciables por la reacción de 
Konno. La resistencia a los fármacos es como la del grupo 1, pero 
mayor a la isoniacida y menor a la estreptomicina. 

La patogenecidad para los animales de laboratorio no es 
uniforme; algunas cepas pueden causar lesiones progresivas en 
ratones (en ratones negros lu'bridos, especialmente), cricetos y 
pollos; otras son apatógenas. 

Se conocen 17 serotipos diferentes. 

Grupo IV: Micobacterias de crecimiento rápido 

Las colonias en los cultivos primarios aparecen después de 
unos pocos días de incubación a los 37°C (20°C a 45°C y más); 
son generalmente eugónicas de aspecto liso o rugoso, cromógenas 
o no cromógenas. Muestran en general intensa actividad de 
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catalasa y reducen el telurito de potasio. Las células acusan mar
cada resistencia a las drogas tuberculostáticas y no producen 
niacina en cantidades apreciables, salvo algunas' cepas de My
cobacterium fortuitum y de Mycobacterium borstelense que son 
capaces de sintetizar la vitamina mencionada (Bonicke y Ewoldt, 
1965 l. Con excepción de las dos especies mencionadas son ino
cuas para el hombre y animales. 

Ultimamente se han registrado 2 serotipos diferentes. 

En lo que se refiere a la clasificación de las micobacterias en 
general, los métodos usados actualmente son numerosos, sin em
bargo; casi ninguno por separado puede resolver el problema por 
completo, y solamente la aplicación de varios procedimientos en 
conjunto puede ofrecer datos de mayor alcance taxonómico. 

PROPIEDADES TINTOREAS DE LAS MICOBACTERIAS 

Paul Ehrlich (1882) dio a conocer un método de coloración de 
los bacilos tuberculosos basado en acidorresistencia de los mis
mos. Ehrlich mezcló una solución saturada de aceite de anilina en 
agua con solución alcohólica de violeta de metilo (mezcla de fuc
sinas más o menos metiladas) y tiñó frotis con este liquido. 
Luego trató las frotis coloreadas con solución de ácido nitrico al 
10 por 100 y finalmente empleó el pardo de Bismarck (vesuvina o 
triamidoazobenceno) como colorante de contraste. Los bacilos 
acidorresistentes aparecían de color pÚrpura y los no acidorresis
tentes de pardo, al igual que el resto de la preparación. Con la 
técnica mencionada se quedó demostrado que los bacilos en cues
tión una vez teñidos retienen el colorante en forma permanente y 
pueden resistir el lavado con ácido mineral diluido. 

Casi en el mismo tiempo, Ziehl (1882) describió un método 
muy semejante al mpncionado, en el cual el mordiente represen
tado por el aceite de anilina había sido sustituido por el fenol 
(ácido fénico), modificación que mejoraba notablemente la es
tabilidad de la coloración. Un poco mas tarde, Neelsen (1883) in
troduce el uso de fucsina en vez de violeta de metido (que en 
realidad es una mezcla de fucsinas metiladas) y emplea el ácido 
sulfúrico en lugar de nitrico, demostrando a la vez que la colo
raciÓn se facilita notablemente haciendo actuar la fucsina en 
caliente. 
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Una combinación de los procedimientos referidos constituye 
lo que hoy se conoce por la coloración de Ziehl-Neelsen, un 
método que por cierto podría llevar también el nombre de 
Ehrlich, porque en lo esencial es el mismo que fue descubierto y 
recomendado por este investigador. 

Figura 1 

Aspecto microscópico de Mycobacterium hovis en el frotis por aposición de un 
'bazo de acure infectado anifícialmente. Coloración ácidorresístente con la técnica 
de Ehrlich : Los bacilos tuberculosos aparecen de color púrpura y el resto de la 
preparación de pardo. Objetivo de inmersión. 400 aumentos. 

En la actualidad existe un número bastante elevado de 
modificaciones del método clásico de coloración acidorresistente, 
sin embargo, ninguno de ellos ha podido reemplazar el proce
dimiento originaL Pla y Armengol (1954) afirma "que el pro
cedimiento que aun hoy se usa más es el clásico llamado de 
Ehrlich-Ziehl (es notorio que el autor mencionado omite el nom
bre de Neelsen) que, por los trabajos de comprobación que se han 
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Figura 2 

Aspecto microscópico de Mycobacterium tuberculosis en el medio de cultivo 
líquido de Sula. Coloración ácido resistente según la técnica de lIukevich (ver Pág, 
28) con los colorantes de Ziehl y Giemsa; los bacilos tuberculosos aparecen de, 
color rojo y los gránulos citoplasmáticos de azul tinto. Objetivo de inmersión. 1200 
aumentos. 

hecho, puede afirmarse que es el que en la mayoría de los casos 
ofrece más garantías, y el que debe recomendarse como habitual:' 
.sin embargo, entre las modificaciones del método se destacan 
algunas por su valor práctico comprobado. No cabe duda que el 
empleo de ciertos colorantes azules del grupo de colorantes 
básicos oxazínicos que se forman por la acción de una nitro
soamina sobre una naftilamina (azul de Nilo, azul de noche), in
tensifica la coloración, ya que parece que dichos colorantes tienen 
una acción selectiva sobre el protoplasma bacilar. La introduc
ción de crisoidina (colorante pardorrojizo: C12 H12 N4. ClH) 
corno colorante de contraste, mejora notablemente los resultados 
de la coloración. Nuestras experiencias con dichos colorantes 
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Figura 3 

Aspecto microscópico de Mycobacterium bovis en el frotis por aposición de un 
bazo de acure infectado artificialmente. Coloración ácidorresistente según Ziehl
Neelsen: los bacilos tuberculosos aparecen de color rojo y el resto de la preparación 
de azul. Objetivo de inmersión, 512 aumentos. 

demostraron una vez más el destacado valor de la técnica de 
Quandt (ver Fig. No 7) según la cual las micobacterias aparecen 
de color azul tinto y el resto de la preparación de amarillo. He 
aqui el método de Quandt: 

Reactivos: 1 Q. Azul de noche (Nachtblau-Merck).. . . . . . 5 grs. 

Alcohol etilico al 96% ............. 100 c. c. 

2°_ Fenolliquido (1: 1)............... 2,5 c.c. 

Solución de KOH al 10% ...... . . .. 0,2 cc. 
Agua destilada ................... 100 c.c. 

3°_ Crisoidina (Chrysoidin-Merck) . . 2 grs. 
Agua destilada ................... 300 c.c. 



21 
Figura 4 

Aspecto microscópico de Mycobacterium avium en el frotis por aposición de 
un hígado de gallina infectada artificialmente. Coloración ácido-resistente con la 
fucsina de Zhiel; colorante de contraste Giemsa. Los bacilos aparecen de color rojo. 
Nótese que se distingue el núcleo que se halla en el centro de cada hematíe. Ob
jetivo de inmersión, 1000 aumentos. 

Técnica: a) Mezclar la cantidad de 10 c.c. de la solución N° 1 con 
90 c.c. de la solución N° 2. 

b) 	 Cubrir la preparación (en portaobjeto) con 
dicha mezcla recién preparada y calentar 
suavemente durante unos 5 minutos. 

c) 	 Decolorar con solución alcohólica del ácido 
clorhÍdrico al 3%. 

d) Lavar con agua destilada. 
e) Efectuar la coloración de contraste con la 

solución de Crisoidina durante unos 5 mi· 
nutos. Secar al aire: Observar en inmersión. 
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Figura 5 

Aspecto microscópico de M.ycobacterium paratuberculosiS en el frotis de heces 
de una vaca afectada por la enfermedad de Johne. Coloración acidorresistente segón 
Ziehl-Neelsen: los bacilos de Johne (agrupados en acúmulos característicos) 
aparecen de color rojo y el resto de la preparación de azul. Objetivo de inmersión, 
512 aumentos. 

Hoy dfa se sabe que la permeabilidad de la superficie de 
todas las micobacterias es mucho menos pronunciada que la de 
los bacilos no acidorresistentes, hecho que sin duda alguna juega 
un importante papel en el mecanismo de la difícil coloración y 
decoloración de los mismos. Por otra parte, la composición 
quimica de su protoplasma con un contenido alto de lipidos (20 a 
40 %) que consisten principalmente de fosfolipidos y cera, y don
de la fracción cérea no saponificable incluye alcoholes elevados, 
también guarda relación con la propiedad de la acidorresistencia. 
En cuanto a los alcoholes elevados, un hidroximetoxiácido sa
turado y denominado ácido mÍcólico abunda en el protoplasma 
del bacilo tuberculoso y el ácido leprosinico se encuentra en el 
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Figura 6 

Aspecto microscópico de Mycobacterium paratuberculosis en el frotis por 
aposición de la mucosa intestinal de un bovino en la fase final de la enfermedad de 
Johne. Coloración según Ziel-Neelsen: los bacilos de Johne aparecen agrupados en 
acúmulos peculiares dentro y fuera de células epitelioides. Objetivo de inmersión, 
512 aumentos. 

Mycobacterium leprae. Los lipoproteidos se encuentran prin
cipalmente en los gránulos bacilares donde se combinan con la 
fracción gram-positiva y fracciÓn gram-negativa de los lipidos. El 
núcleo (sistema nuclear) de las micobacterias contiene el ácido 
desoxirribonuc1eico, sustancia demostrable por la reacción de 
Feulgen, y el citoplasma alberga el ácido ribonucleico, cuya 
presencia puede ser evidenciada mediante la prueba de Unna
Pappenheim. Los ácidos micólico y leprosínico son fuertemente 
ácidorresistentes, no obstante, la cera purificada que puede con
tener hasta un 50% de los ácidos mencionados carece de la 
propiedad acidorresistente (Fehtke y Anderson, 1948). 
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Figma~ 

Aspecto microscoplco de los bacilos de Stefansky (Mycobacterium leprae
murium) agrupados en acúmulos peculiares en el tejido granulomatoso de una rata 
afectada por la lepra de ratas (enfermedad de Stefansky). Coloración de Quandt: las 
micobacterias aparecen de color azul y el fondo de la preparación de amarillo. In
mersión, 640 aumentos. 

Según algunos autores (Lamanna, 1946) la acidorresistencia 
parece s~r consecuencia de una solubilidad relativamente mayor 
del colorante fenol en los lipidos celulares que en el agente de
colorante. 

Ultimamente se llegó a conocer que todas las micobacterias 
son en mayor o menor grado resistentes a la decoloración con 
ácidos minerales diluidos, soluciones de álcalis cáusticos, acetona 
y alcoholes. 

La reacción de tinción de los bacilos de Hansen (M. leprae) 
es muy semejante a la de los bacilos de Koch (M. tuberculosis), 
sin embargo, los primeros se tiñen algo más fácilmente que los 
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últimos e incluso se muestran menos acidorresistentes, pero 
dicha diferencia no es suficientemente ~aracterística para distin
guirlos. 

Aubert (1950) demostró que la tinción de los bacilos aci
dorresistentes "en frío", es decir, sin calentamiento de la pre
paración, puede ser obtenida rápidamente si se agregan al co
lorante anilínico determinadas cantidades de sustancias disolven
tes, tales como tríetileno de glicol, por ejemplo. Algunos autores 
(Zapatero, 1962) recomiendan el uso de una mezcla de fucsina 
fenicada con Tween 80 (fucsina tensioactiva) con la cual se co· 
lorea el bacilo acidorresistente en rojo vivo, sin necesidad de 
calentar. 

Nuestras experíencias con la fucsina tensioactiva nos per
mitieron comprobar la utilidad práctica del procedimiento men
cionado. Sin embargo, hemos observado (Ilukevich, 1961) que 
para obtener una buena penetración del colorante (una mezcla de 
99 c.c. de fucsina de Ziehl con 1 c.c. de Tween 80) en la célula 
bacteriana, la coloración "en frío" debe durar de 15 a 30 minutos, 
ya que el tiempo de exposición de 5 a 10 minutos que fue reco· 
mendado por Aubert se mostró insuficiente en la mayoría de las 
preparaciones examinadas (ver Fig. 8). 

Las micobacterias pueden tomar el color de manera uniforme 
y aparecer en el microscopio de luz como bastoncitos homo
géneos, o absorber el colorante (en frío o en caliente) de un modo 
discontinuo y dejarse ver como bacilos perlados o granulosos. 

El bacteriólogo alemán Much, H. Ch., ya en el año 1907, ha 
llamado la atención de haber observado microscópicamente en el 
material tuberculoso de procedencia bovina o humana, unos 
gránulos no acidorresistentes, pero sí gram-positivos (conocidos 
hoy con el nombre de gránulos de Muchl. 

Dichos gránulos pueden aparecer sueltos o situados en 
pequeños grupos, solos o acompañados por genuinos bacilos 
tuberculosos. Much los consideraba como formas no acidorresis
tentes del bacilo de Koch y creía que estos gránulos en circuns
tancias favorables dan lugar a los típicos bastones acidorresis
tentes. 
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Figura R 

Aspecto microscópico de abundantes mico bacterias en el frotis ¡x:¡r aposición de 
lID nódulo de la oreja de hamster, a los R meses de inoculación artificial con bacilos 
de la cepa 24~M.A. Coloración ácido-resistente "en frío" según la técnica de 
Aubert: los bacilos amontonados en el tejido aparecen de color rojo-ladrillo, las 
células de azul tinto. Objetivo de inmersión, 640 aumentos. 

Much ha descrito un método especial de coloración para 
demostración de los gránulos mencionados, aun en el material 
negativo para los bacilos acidorresistentes °). 

Sula y Pollak (1966) hacen saber que "algunos autores es· 
tudiaron las estructuras intra-citoplasmáticas de mico bacterias 
por los métodos de coloración de Ziehl-Neelsen, Much, Piekarski· 
Robin y Feulgen y encontraron que es posible demostrar la 
presencia de gránulos con estos varios métodos y que tienen 
siempre la misma localización en la célula y por consiguiente, no 
son artefactos debidos a precipitación de colorantes, como lo 
suponen erróneamente algunas publicaciones que se ocupan de la 
materia", 
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0) Coloración de Much: se cubre el portaobjeto (frotis) con 
una mezcla de la solución alcohólica saturada de violeta de metilo 
(1 parte) y solución acuosa de ácido fénico al 2% 19 partes) y se 
calienta hasta embullición una o dos veces. Se lava con agua y se 
coloca en lugol para 5 minutos. Se lava con agua y se trata con 
ácido nitrico puro al 5%, durante 1 minuto. Se sumerge en ácido 
clorhidrico al 3% por 10 segundos. Se pone de inmediato (sin 
lavado) en una mezcla de partes iguales de acetona pura y alcohol 
etílico absoluto hasta que la preparación sea incolora. Se lava en 
agua. Se seca sobre la llama. Contracoloración con fucsina diluida 
o pardo de Bismark, durante 15 segundos. En la observación 
microscópica los granulos aparecen de color morado tinto, el 
protoplasma de morado claro y el fondo de rojizo o parduzco 
(según el colorante utilizado para la coloración de contraste). 

Figura 9 

Aspecto microscópico de gránulos de Much en caseum ganglionar tuberculoso. 
OJloración según Gram: los gránulos aparecen de color azul tinto, el resto de la 
preparación rosado o incoloro. Objetivo de inmersión, 900 aumentos. 



28 

En cuanto a la visualización de 1M gránulos intracelulares 
mediante diferentes métodos de coloración de las micobacterias, 
hemos observado que la combinación d~ las técnicas de Ziehl
Neelsen y de Giemsa proporciona imágenes microscópicas de ex
traordinaria nitidez. He aquí el procedimiento de coloración 
desarrollado por nosotros: 

Una vez secado al aire se fija el frotis con alcohol metílico (3 
- 5 minutos) o por el calor. 

Reactivos: 

Fucsina fenicada: Solución de 10 grs. de fucsina 
básica de alcohol etílico al 95% .......... ,10 c.c. 
Solución acuosa de fenol al 5% ............ 90 c.C. 

Decolorante: Acido clothídrico concentrado. . . . . . . . . . .. 2 c.c. 
Alcohol etílico al 95% ................... 98 c.c. 

Colorante de 
fondo: 

Solución madre de Giemsa 
(Azur-eosina-azu1 de metileno) ......... 8 c.c. 
Agua destilada tamponada hervida ...... 92 c.c. 

Nota: Para eliminar el ácido carbónico se aconseja emplear agua 
tamponada que se obtiene, según Weise (1955) disolviendo 0,49 
grs. de fosfato monopotásico y 1,14 grs de fosfato disódico en un 
litro de agua destilada y hervida. 

Técnica: 

a) Efectuar la extensión o hacer frotis por aposición, si se trata 
de fragmentos de órganos. Una vez secado al aire fijar la pre
paración por el calor moderado. 

b) Cubrir la preparación con la fucsina fenicada y calentar 
durante diez minutos hasta que se forman vapores, pero sin her
vir. 

Escurrir la solución colorante. 

cl Decolorar con alcohol-ácido c1orhidrico hasta que las partes 
mÁs finas de la preparación no tengan colorante y las más 



29 

gruesas aparezcan de color rosado pálido. Lavar con agua des
tilada. 

d) Cubrir la preparación con la solución diluida del colorante de 
Giemsa recién preparada. Teñir durante 30 minutos. Lavar con 
agua destilada y secar el frotis colocándolo en posición vertical. 

El examen microscópico de las preparaciones se realiza por 
inmersión en aceite y sin cubreobjetos. Las micobacterias se ti
ñen de color rojo vivo y los gránulos citoplasmáticos de azul tin
to. No raras veces el diámetro de los gránulos mencionados 
supera al del bacilo y su situación es generalmente terminal o 
subterminal. Casi siempre se ve un gránulo por cada bacilo, sin 
embargo, ocasionalmente el bacilo puede contener varios 
gránulos o también estos pueden aparecer sueltos, es decir, fuera 
del cuerpo bacilar. Dichos gránulos no son alcohol-ácido
resistentes y por lo tanto responden a la coloración de fondo que 
en nuestro caso consiste en aplicación del colorante de Giemsa 
(mezcla de eosina, azul de metileno y metileno de azur o Azur 11). 
Debemos señalar que el método propuesto por nosotros ofrece las 
siguientes ventajas: 

10 Las micobacterias procedentes tanto de cultivos artificales 
como de material patológico pueden ser estudiadas en re
lación con la formación de los gránulos característicos. 

20 La composición citológica del fondo de las preparaciones (de 
impresión o frotis de órganos) puede ser diferenciada de
bidamente gracias a la nítida visualización de las células 
hísticas y de la sangre, incluyendo otros elementos acciden
tales o patognomónicos. 

3° El método mencionado facilita la realización de estudios 
sobre virulencia y patogenícidad de las cepas de micobac
terias ricas o pobres en gránulos citoplasmáticos, hecho que 
puede tener singular importancia en las investigaciones 
leprológicas, ya que Shepard (1961, 1965) Y otros investi
gadores (Rees y Valentine, 1962) han demostrado mediante 
inoculaciones en la planta podal del ratón blanco que, so
lamente los bacilos teñidos homogéneamente con la técnica 
de Ziehl-Neelsen representan formas viables del M. leprae. 
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No obstante, varios autores (Yegian y col., 1942, 1943) in
dican que la composición quimica del colorante influye mucho en 
el aspecto microscópico del bacilo acidorresistente. 

Extensiones coloreadas con acetato de rosanilina o para
rosanilina muestran en general cuerpos bacilares ricos en 
gránulos; sin embargo, las preparaciones tratadas con el cloruro 
de rosanilina o para-rosanilina ofrecen microorganismos en su 
mayor parte teñidos por igual. Los autores mencionados sos
tienen que la cantidad de grupos de metilo en la molécula del 
colorante anilínico determina la intensidad del matiz rojo. La fuc
sina básica comercial se compone, corrientemente, de los siguien
tes tres colorantes: para-ros anilina, rosanilina y magenta Il. 

La para-rosanilina, cuya fórmula estructural es la siguiente: 

Pararr'osanilina 

carece de grupos metilo, y por lo tanto es la de matiz rojo más 
débil. La rosanilina, como lo puede apreciar en la fórmula anexa, 
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H", el 

H
)=0 

Rosanilina 

posee un grupo metilo y demuestra un matiz rojo de intensidad 

intermedio entre'los mencionados. 

Magenta II es un colorante cuya molécula se destaca con dos 

grupos metilo, y es la de matiz rojo más intenso. 


Magenta II 

Además de los compuestos mencionados existe un colorante 
rojo denominado Neofucsina. La molécula de este variante con
tiene tres grupos metilo, y según Salle (1957) proporciona a los 
microorganismos ácido-resistentes el mejor grado de diferen· 
ciación o contraste que se consiga. Su fórmula estructural es la 
siguiente: 
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Neofucsina 

Para la observación microscópica de bacilos tuberculosos, ya 
hace tiempo, utilizan frotis teñidos con colorantes fluorescentes, 
particularmente con Auramina. Los gérmenes teñidos de este 
modo aparecen en el campo de visión alumbrado con luz ultra
violeta, en forma de bastoncillos amarillentos o ligeramente 
azuláceos, luminosos y brillantes; los saprófitos, sin embargo, 
muestran un grado de fluorescencia mucho menor que los ver
daderos bacilos de Koch. Según Richards y Miller (1941), Ha
gemann y Herrman (1954), y Steffen (1961), el método de 
fluorescencia puede proporcionar hasta un 30% más de hallazgos 
positivos que el de Ziehl - N eelsen. A continuación describiremos 
la técnica de coloración fluorescente recomendada por Steffen: 

Reactivos: 

1) Solución de Auramina fenicada: 
Auramina ........................... 1 gramo 
Agua destilada ...... 1 litro (filtrar por el filtro de papel). 
Fenol en cristales ... 2,5 grs. 
Agua destilada ...... 50 cc. 
Mezclar las dos soluciones. 

2) Solución de alcohol ácido: 
Acido clorhídrico concentrado ............ l cc. 
Alcohol etílico al 95%....... 999 cc. 
Cloruro de sodio (como estabilizador) ..... .4 grs. 
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Técnica: 

al Extender y fijar la preparación por el calor en la estufa a 
120°C durante 15 minutos. 

b) Teñir con solución de 
nutos. Lavar con agua. 

Auramina fenicada durante 15 mi

el Decolorar en alcohol-ácido durante 3 minutos. Lavar con 
agua. Secar. 

d) Observar en microscopio con inmerSIOn. Utilizar aceites de 
inmersión no fluorescentes o el aceite de parafina. Trabajan
do con filtros negros (Zeiss UG2 y UG5), es decir, con los que 
permiten el paso de rayos ultravioletas. no olvidar de colocar 
filtros oculares amarillos (Zeiss GG4) con el fin de prevenir 
posibles daños de los ojos. 

FÍlmra 10 

Aspecto microscópico de M. tuberculosis. Coloración fluorescente según Stef
fen. Se observa un alto grado de fluorescencia bacilar. Luz ultravioleta. Objetivo de 
inmersión, 1200 aumentos. 

Transparencia cedida amablemente por la Prof. Dra. Gertrudis Meissner, 
Borstel, Alemania. 
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La coloración de cortes histológicos con fluorocromos puede 
ser realizada muy satisfactoriamente con el siguiente método, 
propuesto por Mc Clure: Material: fragmentos de tejido fijados 
en sol. de formol al 10% durante algunos días. 

Inclusión en Parafina. 

Realización de cortes con el micro tomo. 

Desparafinización de los cortes en Xylol. 

Hidratación de los cortes con serie de alcoholes de graduación 

decreciente. 


Colorante: 


Auramina O ............................... 1,5 gramos 

Rhodamina B .............................. 0,75 " 
Glicerina. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 75 ce 
Cristales de Fenol (fundidos en 50° C). .. . . . . .. 10 cc 
Agua destilada. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 50 ce 

Coloración: 

al Colorear durante 20 minutos a 60°C 
b) Lavar con agua corriente 
c) Diferenciar durante 1 a 2 minutos en sol. ·alcohólica (alcohol 

etilico al 70% de HCI al 0,5% 
d) Lavar con agua corriente 
e) Secar el preparado con filtro 
f) Sumergir dos veces repetidas en alcohol absoluto (etílico o 

isopropilico) 
g) Sumergir brevemente en Xylol 
h) Montaje de laminillas en EUKITT 
Microscopia de fluorescencia: (luz azulk Bacilos tuberculosos 
aparecen de color amarillo- rojo luminiscente; el tejido (fondo) se 
destaca por el color verde pálido. 

Diferenciación de bacDos vivos de muertos: Strugger señala 

sobre la posibilidad de diferenciar las bacterias vivas de las 

.muertas por medio de fluoro-cromatización de suspensiones 


. 'bacilares con Acridina anaranjada (Acridin Orange). El colorante 

aplicado en concentración de 1: 10.000 durante 4 a 5 minutos 
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transfiere a los gérmenes vivos un color verde brillante, dejando 
en el mismo tiempo las bacterias muertas teñidas de rojo. 

En cuanto a las particularidades tintóreas del Mycoboc
terium leproe, se han comprobado (Shepard y col., 1965) que 
solamente los bacilos sólidos, es decir, homogéneamente teñidos 
representan las formas viables y que los no teñidos completa y 
uniformemente constituyen el contingente de los gérmenes de
generados o muertos. 

Es muy característica la localización del M. leproe en el 
tejido de los afectados por diferentes formas de la enfermedad de 

, Hansen. Asi, en la hanseniasis lepromatosa y dimorfa los bacilos 
son muy abundantes y suelen aparecer dentro de las células en 

. agrupaciones esféricas denominadas "globi", pero también se en
cuentran libres en los espacios linfáticos. En la hanseniasis 
tuberculoide, por el contrario, el número de los bacilos es muy 
reducido y éstos aparecen sueltos, sin formar" globi". 

Para la demostración del M. leprae en el tejido (en cortes 
histológicos) se emplea la técnica de Fite y col. (1947) o una de 
sus modificaciones, procedimiento que según Wheeler (1959), se 
muestra superior al método clásico de Ziehl-Neelsen. Los cortes 
del material sospechoso no deben ser expuestos al alcohol ab
soluto ya que el M. leproe es algo sensible a la decoloracióñ al
cohólica. Para obtener buenos resultados con material procedente 
de pacientes tratados durante un tiempo prolongado con drogas 
antibacterianas es necesario adoptar el método de "re
encapsulación" del bacilo, con el fin de obtener el valor completo 
de la coloración acidorresistente. El corte histológico debe ser 
sumergido en la trementina pura durante dos horas, luego co
loreado con fucsina de Fite (neofucsina o magenta 111 - 0.5 gr.; 
ácido fénico cristalizado - 5 gr.; alcohol etílico o metilico absoluto 
- 10 mL yagua destilada - 100 mI.) y sometido a la decoloración 
en alcohol-ácido (ácido clorhídrico concentrado - 0,5 mL; alcohol 
al 70%- 99.5 mI). Finalmente se emplea la hematoxilina de Harris 
(hematoxilina - 1 gr.; alcohol etílico absoluto - 10 mI.; alumbre 
potásico - 70 gr.; agua destilada - 200 mI.; óxido de mercurio - 0.6 
gr.) para la coloración de fondo. 
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Figura 11 

Aspecto microscópico de bacilos de Hansen (Mycobacterium leprae) en el 
tejido lepromatoso humano. Coloración de Fite- Faraco. Objetivo de inmersión, 640 
aumentos. 

Finalmente debemos señalar que todas las micobacterias son 
consideradas como grampositivas. No obstante, dichos microor
ganismos se colorean con dificultad con el método mencionado 
por cuanto contienen grandes cantidades de cera no saponifi
cable, sustancia que obstaculiza la penetración del colorante al 
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Figura 12 

Microfotografía de globi formados por el M. bubalorum en el tejido lepra
matoso de un búfalo afectado por la lepra. Coloración de Fite- Faraco. Inmersión, 
1000 aumentos. (Material patológico cedido por el Dr. Chapman Binford, Armed 
Forces Institute of Pathology, Washington, D.C.). 

interior del bacilo. Al modificar ligeramente la técnica de Gram, 
es decir, al calentar brevemente la preparación cubierta con la 
solución de carbol-gencian-violeta, hemos logrado obtener per
fectas coloraciones en el lapso señalado en la técnica original para 
la coloración de gérmenes no acidorresistentes (ver Fig. N° 13). 
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Figura 13 

Aspecto microscópico de M, tuberculosis de un cultivo puro. Coloración de 
Grarn modificada (calentando la preparación). Objetivo de inmersión, 1000 aumen
tos. 

ESTRUCTURA MICROSCOPICA, 


ULTRAMICROSCOPICA y FUNCIONAL 


DE LAS MICOBACTERIAS 


1. Gránulos citoplasmáticos 

La primera noticia sobre la existencia de unos corpúsculos 
~icroscópicamente apreciables en el citoplasma de los bacilos 
tuberculosos procede del núsmo Roberto Koch í1882), quien en 
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su histórico trabajo denominado "La etiología de la tuberculosis" 
afirma que .... " bajo ciertas circunstancias estos bacilos forman 
esporos en el cuerpo animal, cada uno de 2 a 4, de forma ovalada, 
que están distribuidos en intervalos iguales a 10 largo del bacilo" 
... Un cuarto de siglo después, Much (1907) los describe como 

gránulos citoplasmáticos que constituyen una fase muy impor
tante en el ciclo evolutivo de los gérmenes en cuestión y cree que 
éstos, como lo hemos mencionado anteriormente, se transforman 
ocasionalmente en típicos bastoncitos acidorresistentes. 

En la actualidad algunos investigadores afirman que el ras
go más característico de los microorganismos acidorresistentes es 
la formación de los gránulos mencionados (Sula y Pollak, 1966). 

Dicha estructura granular de las micobacterias puede ser 
demostrada en preparaciones en fresco observadas micros
cópicamente al contraste de fases. En nuestros ensayos hemos 
utilizado el condensador IVZ/6 y objetivo acromático 100/25 Ph 
para inmersión de aceite, con protección de la preparación. En el 
material procedente de cultivos primarios no raras veces hemos 
podido observar la existencia de abundantes gránulos intrace
lulares (ver Fig. 14). 

En cuanto al tamaño de los gránulos, éste según algunos 
autores (Sula y Pollak, 1966), varía entre 350 y 500 milimicras. 
Sin embargo, hemos podido observar (Ilukevich, 1969) que no 
raras veces el diámetro del gránulo intraplasmático supera el an
cho del bacilo acidorresistente cuyas dimensiones transversales, 
por su parte, pueden alcanzar 0,7 y hasta 0,8 micras (ver Fig. 15). 

Sula y Pollak (1966) y Pollak (1972) en concordancia con las 
investigaciones de Bradfield (1956), Mitchell (1959), Marr (1960) 
y Youmans y Youmans (1965) opinan que los gránulos citoplas
'máticos pueden ser considerados como equivalentes de mitocon
drias (existentes en las células de organismos superiores) ya que 
tanto los unos como los otros se colorean con el verde J anus B, 
reducen el cloruro de trifeniltetrazólido a formazán insoluble, 
captan el azul de indofenol después de tratar el bacilo acido
rresistente con reactivos de Nadi (alfa-nafto! y dimetil-p
fenilendiamina) y muestran un elevado potencial de óxido
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Fig.14 

Aspecto microscópico en contraste de fases del cultivo primario de la cepa 24
MA (micobacterias no-fotocromógenas del III grupo de Runyon aisladas del tejido 
lepromatoso humano). Se observa bacilos con gránulos intracelulares. Objetivo de 
inmersión, 1000 aumentos. Proyectivo 6,3. 

reducción. Esta última particularidad puede ser demostrada por 
la capacidad de reducir el telurito de potasio (Te03K2- polvo 
blanco soluble en agua) a teluro metálico (Te), reacción manifies
ta por una coloración negra intensa de los gránulos que al 
examen microscópico aparecen en forma de cocos ya que el resto 
del cuerpo bacilar no reduce el telurito y permanece incoloro. 

Se sabe que las mitocondrias representan la parte muy ac
tiva del quimismo celular y que contienen substancias necesarias 
para el crecimiento y división celular y que dentro de su estruc
tura muy compleja se encuentran diferentes enzimas del ciclo de 
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Figura 15 

Aspecto microscópico de un bacilo alcohol-acidorresistente (cepa 24-MA) con 
gránulo citoplasmático, cuyo diámetro supera el ancho del bacilo. Objetivo de in
mersión, 2000 aumentos. Proyectivo, 6,3. 

Krebs, el ácido adenosinotrifosfórico y protefnas ferroporferi
nisadas (citocromos), entre otras sustancias de importancia vital. 

Por otra parte Burrows (1969) afirma que, "asi, pues, si es
tos gránulos bacterianos pueden no ser mitocondrias, está com
probado que tienen actividad enzimática". 

Gracias a las técnicas de microscopia electrónica que per
miten el estudio de las micobacterias seccionadas transversal, 
oblicua o longitudinalmente, se pueden distinguir tres estruc
turas diferentes en el citoplasma examinado: 

a) 	 Formaciones relativamente grandes (de unos 300 a 350 
milimicras de diámetro), densas y bien definidas que a veces 
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presentan unas zonas más condensadas que otras (Castañé 
Decound, 1972). Estas formaciones, muy probablemente 
corresponden a los gránulos apreciables con el microscopio de 
luz. 

b) Estructuras ultramicroscópicas que no raras veces se 
dejan ver como gránulos de unos 20 a 50 milimicras de 
diámetro. Lembke (1947) logró demostrar que el bacilo de 
Koch no se presenta siempre en forma y dimensiones cons
tantes, sino que produce de vez en cuando unos gránulos más 
grandes o más pequeños. Los gránulos más pequeños alcan
zan tamaño ultravisible y pueden pasar filtros de Seitz, Ber
kefeld o Chamberland. Posteriormente, Takeya y col. (1954), 
Mudd, Takeya y Henderson (1956), Mudd, Yoshida y Koike 
(1958), Takeya (1959), Imaeda, Convit, Ilukevich y Lapenta 
(1962), y Kolbel (1970), llegaron a la conclusión de que dichas 
formaciones no representan el aparato nuclear, sino son unos 
acúmulos de sustancias energéticas, generalmente polifos
fatos, cuyo significativo funcional, guarda relación con la ac
tividad enzimática de la célula. bacteriana. 

Marr (1960), basándose en resultados de las investigaciones 
químicas de los productos obtenidos mediante destrucción de la 
célula bacilar (por ultrasonido o por ultratrituración) y diferen
ciados por centrifugación, opina que los gránulos submicros
cópicos pueden llevar a cabo el transporte de electrones, así como 
la oxidación de ácidos orgánicos, caracteristica funcional que 
guarda relación con la de los gránulos apreciables por el micros
copio de luz. 

Sin embargo, todavía se queda por aclarar si las partículas 
más voluminosas se generan por confluencia de los gránulos 
citoplasmáticos menores o por el contrario, estos últimos re
presentan formas ultramicroscópicas correspondientes a los 
productos de desintegración de los gránulos apreciables por el 
microscopio de luz. 

Merece ser recordado que el investigador brasileño Fontés 
( 1910), fué el creador del concepto de fase filtrable en la vida de 
las bacterias en general y de las micobacterias en particular. 
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Figura 16 

Aspecto ultramicroscópico del Mycobacterium avium con múltiples gránulos 
citoplasmáticos, 40.000 aumentos. (Cortesla del Dr. M. Rolle, Munich, Ale
mania). 
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El autor mencionado participó sobre la existencia de elemen
tos filtrables y virulentos en el material tuberculoso. Filtraba el 
pUs ganglionar de un acure tuberculoso, por bujías de Berkefeld. 
El examen microscópico del filtrado resultó negativo para mi
croorganismos acidorresistentes, no obstante, su inoculación en 
otros animales reveló en uno de los acures sacrificados a las dos 
semanas de la inyección, un aumento de tamaño del ganglio lin
fático regional, también, con baciloscopia negativa. Una parte de 
este ganglio fue inoculada a otros dos acures, uno de los cuales 
fué sacrificado un mes más tarde, y en las preparaciones del sitio 
de inoculación se logró observar microscópicamente unos 
gránulos, pero no se vio formas bacilares. El otro animal murió a 
los cinco meses de la inoculación, sin presentar en la necropsia 
lesiones apreciables; sin embargo, en los frotis de los pulmones se 
notificó una pequeña cantidad de bacilos acidorresistentes carac
terísticos. Fontés concluyó que los gránulos de Much más pe
queños pueden atravesar los filtros bacterianos y determinar en 
los animales inoculados una tuberculosis atípica. 

Los resultados obtenidos por Fontés despertaron gran in
terés entre los científicos, y un poco más tarde aparecieron 
numerosos trabajos sobre el tema, en los cuales unos de los 
autores participaban de haber podido comprobar las observa
ciones hechas por el investigador brasileño, y otros las negaban 
rotundamente. Entre los que negaban la exactitud de las obser
vaciones de Fontés se encontraban en su mayor parte los inves
tigadores de escuela alemana, y entre los que han podido com
probar la patogenecidad de los filtrados tuberculosos, se des
tacaban los científicos franceses, tales como Calmette (1928), y 
Vaudremer (1935). Hoy día, como lo hemos mencionado, no se 
duda más en la existencia de los gránulos filtrables, no obstan
te, no se ha podido comprobar todavía que estos gránulos se con
vierten de nuevo en micobacterias típicas. 

cl Zonas ópticas de escasa densidad electrónica que en com
binación con áreas de condensación más pronunciada y elementos 
osmiófilos proporcionan imágenes representativas de diferenntes 
organelos celulares y de otras formaciones que caracterizan la ul
traestructura de las micobacterias. 
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2. 	 Sistema nnclear: Imágenes electrónicas ponen de manifiesto 
la variable disposición de la sustancia nuclear en el citoplas
ma. Consta de varios cuerpos cromáticos que acusan la 
presencia del ácido desoxirribonucleico (DNA) que es un es
pecífico constituyente del núcleo celular, o mejor dicho, de los 
genes que determinan la reproducción. Hollande (1962), 
opina que no existe un núcleo bacilar bien individualizado en 
virtud de que la cromatina se destruye periódicamente y se 
rehace en sitios diferentes del citoplasma. Koelbel (1970), 
señala que existen diferentes fases fisiológicas del núcleo 
bacilar, hecho que explica parcialmente su polifacética mor
fología en preparaciones estudiadas a nivel electrónico. 

La totalidad de la sustancia nuclear dispersa en el citoplas
ma corresponde funcionalmente al "cromosoma" bacilar. Es
te "cromosoma" es constituido principalmente por DNA que 
en forma de "hilos" muy finos ocupa los espacios nucleares 
desprovistos de membranas o cuberturas apreciables. La ex
traordinaria longitud de la molécula de DNA supera en 
varios cientos de veces la longitud del bacilo mismo y deter
·mina que el aparato nuclear aparece compuesto de numerosos 
filamentos paralelos, espiralados o apelotados, por falta de 
espacio de expansión. En la figura N° 17 se puede apreciar el 
aparato nuclear de M. leprae compuesto por los "hilos" men
cionados. 

En virtud de lo expuesto, el núcleo de las micobacterias más 
bien puede ser denominado "sistema nuclear", "aparato 
nuclear", "complejo de cuerpos cromatínicos", "equivalentes 
nucleares" o "nucleoides y carioides". 

3. 	 Membrana citoplasmática: El cuadro electrónico demuestra 
que dicha membrana es compuesta de dos capas, una de las 
cuales es la interna y otra la externa. Según los trabajos de 
Zapf (1957), Imaeda y Ogura (1963) y Koelbel (1970), la 
membrana citoplasmática puede formar invaginaciones de 
estructura "multivesicular o lamelar" que penetran en el 
citoplasma. Los pliegues de la capa interna envuelven el 
laberinto membranoso formado por invagínación sucesiva y 
de esta manera lo separaran del citoplasma. De acuerdo con 
los estudios de los autores mencionados, la membrana ci
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Figura 17 

Fotografía electrónica de M. leprae. "N" muestra el aparato nuclear com
puesto de "hilos" de sustancias densas, sin membrana nuclear específica. 200.000 
aumentos (aumenfo directo 40.000 diámetros). Nota: Material fijado en tetraóxido 
de osmio al 1% (6 horas) y taponado con 2-4-6-Colidina (0.2M) a pH - 7.35. 
Deshidratado con acetona e incluido en una mezcla de n-butil (80%) y metil me
tacrilato (20%). Seccionado con ultramicrótomo equipado con la cuchilla de FER
NANDEZ MORAN. Coloración de acetato de uranio al 2% durante 15 minutos. 
(Tomado de Ilukevich y colaboradores, 1964). 
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toplasmática contiene ciertas enzimas, hecho que aumenta la 
capacidad fermentativa de la célula y por ende estimula su 
actividad funcional. Koelbel \ 1970), supone que el sistema de 
las membranas intracitoplasmáticas, funcionalmente, corres
ponde a la acción de las mitocondrias y por lo tanto propone 
denominar este importante organelo como "mitocondrión 
bacteriano", Pollak (1972), señala que "además se ha podido 
demostrar que este sistema tiene relación íntima con la di
visión celular". 

4. 	 Ribosoma: En el citoplasma se encuentra un gran número 
de ribosomas que aparecen en forma de gránulos de poca in
tensidad electrónica y de tamaño variable: todos ellos guar
dan estrecha relación con la sintesis de proteínas. 

De acuerdo con las investigaciones de McQuillen (1965), el 
ácido ribonucleico (RN A) citoplásmico puede separarse en 3 
grupos, según sus funciones: 

10 RNA ribosómico (r-RNA) 
2° RNA de transferencia de aminoácidos (t-RNAj y 
3° RNA mensajero (m-RNA) 

Los ribo somas en la célula bacteriana están reunidos 
por tiras de m-RNA, sin embargo, su función en la síntesis 
proteínica depende de la acción coordinada de los otros dos 
tipos de RNA, del número determinado de aminoácidos y de 
energía de acción, resultante de la hidrólisis de trifosfato de 
guanosina. Esta última sustancia es indispensable como 
fuente de energía para todos los sistemas de sintetizadores de 
prote{na. 

La hidrólisis de los complejos aminoacílicos, por su parte, 
proporciona la energía necesaria para la formación de enlaces 
de péptido. Ambas reacciones mencionadas son catalizadas 
enzimáticamente. 

El número de los ribo somas que funcionan como centros 
de la síntesis de proteínas se aumenta notablemente en las 
cercanías del aparato nuclear, durante la fase logarítmica de 
la reproducción micobacteriana. 
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5. 	 Pared celular: De acuerdo con las investigaciones ultraes
tructurales referidas al bacilo de Hansen (Imaeda y Convit, 
1962; Imaeda y Ogura, 1963, Castañé-Decoud, 1972), bacilo 
de la lepra murina (Chapman, Hanks y Wallace, 1959; De 
Souza Araujo, 1960), bacilos de la tuberculosis humana, 
bovina y aviaria (Shinohara y col., 1957 y 1958; Zapf, 1957 y 
1959; Koike y Takeya, 1961; Koelbel, 1970) Y mico bacterias 
no clasificadas (Imaeda, Convit, Ilukevich y Lapenta, 
1962), la pared celular está compuesta por tres capas de 
diferente densidad electrónica. Su espesor varia desde 6 a 10 
milimicras (Imaeda y Convit, 1962). 

Koelbel (1970) afirma que la pared celular de las mi
cobacterias se forma de dos capas principales, es decir, de la 
membrana interna o "sostén" y de una capa superior; la 
primera se caracteriza por densidad óptica muy pronunciada 
y la última es casi transparente. La envoltura periférica del 
bacilo, según el autor mencionado, tiene su origen en las sus
tancias fagocitarias del medio exterior. 

En cuanto, al significativo funcional, se atribuye a la 
pared celular una importancia de carácter inmunológico. 

6. 	 Conjugación: En uno de nuestros trabajos anteriores 
(Ilukevich y col., 1964) hemos mencionado que determinadas 
imágenes electrónicas reflejan fases de reproducción de las 
micobacterias que parecen apoyar el concepto de "polaridad 
sexual" emitido por Hayes (1952) y sostenido posteriormente 
por Xalabarder y Barnils (1962 l. Al observar la documen
tación foto-electrónica presentada por los autores mencio
nados se puede concluir que las micobacterias no se repro
ducen únicamente por partición binaria, sino que se multi
plican, también, mediante ramificaciones genéticas extra
celulares fusionadas en una masa única, de la cual posterior
mente se forman nuevas bacterias hijas. 

Koelbel (1970) supone que el acercamiento "íntimo" de dos 
bacterias polarizadas genéticamente, constituye el acto de 
conjugación en el cual una de las células involucradas actúa 
como donador y la otra como receptor del material "sexual". 
Sin embargo, Koelbel opina que la interpretación de estas 
imágenes, todavia, merece un estudio más profundo. 
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Finalmente debemos mencionar ciertas particularidades 
características para algunas especies de micobacterias es
tudiadas electrónicamente. Así el bacilo de la tuberculosis se 
destaca por la presencia de una sustancia densa denominada 
"cuerpo A" ("A-Body") que se vacuoliza fácilmente con el 
bombardeo electrónico (Pollak, 1972). En la actualidad sa
bemos que la sustancia mencionada representa acúmulo de 
polifosfatos y de poly-beta-hydroxybutyrato (lmaeda, 1963), 
elementos necesarios para la generación de la energía bacilar, 
tanto en el M. tuberculosis como en todas otras especies 
micobacterianas estudiadas. 

En cuanto al M. Leprae, Imaeda (1963) señala que los 
cuerpos polifosfáticos y el sistema membranoso intracito
plasmá tico no pueden ser localizados en bacilos en dege
neración, hecho que podría indicar la actividad bacteriana en 
las lesiones hansenianas. 
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Figura 18 
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Fig. 18: Fotografía electrónica de ultraestructura de Mycobac
terium sp. 

(perteneciente al III grupo de Runyon) aislado de 
granuloma de un hamster infectado artificialmente. 
Seccionado longitudinalmente con ultramicrótomo 
equipado con la cuchilla de FERNANDEZ MORAN. 
Coloración de acetato de uranio. 120.000 aumentos. 
(tomado de IMAEDA, CONVIT, ILUKEVICH y 
LAPENTA,1962). 

Descripción de signos: 

CM - Membrana plasmática penetrada en el citoplasma en for
ma de invaginación intracitoplasmática. 

Na Aparato nuclear 
PB Gránulos polifosfáticos 
EM - Membrana o envoltura externa (Enclosing membrane) de 

carácter fagocitarío, probablemente. 
CW Pared celular (Cell Wall) 
CS - Envoltura de baja densidad electrónica 
D L - Capa difusa externa 
PM Membrana plasmática compuesta de dos densas capas 

separadas por un espacio menos denso. 
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Figura. 19 

Microfotografía de Mycobacterium leprae (L B) en una lesión granulomatosa 
en la oreja de hamster infectado artificialmente. La flecha indica una formación 
membranosa que induce la división del bacilo. 40.000 aumentos (Tomado de 
Imaeda, Convit, Ilukevich y Lapenta). 
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Figura 20 

Mycobacterium sp. en una lesión granulomatosa en la oreja de hamster infec
tado artificialmente con la cepa de bacilos acidorresistentes aislados y cultivados en 
I..owenstein-Jensen a partir de lesión lepromatosa humana (IMAEDA, 1961). 
Se nota intensa vacuolización del citoplasma bacilar. 40.000 aumentos. 
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PARTICULARIDADES BIOQUIMICAS DE LAS MICOBAC
TERIAS 

l. Vitaminas. 

Las mico bacterias son capaces de sintetizar la mayor parte 
de las vitaminas del complejo B, y producir uno de los compo
nentes del conjunto K. Esta última vitamina fue aislada por An
derson y Newman (1933) de la grasa del bacilo de la tuberculosis, 
soluble en acetona. Los autores mencionados determinaron que 
dicha sustancia aparece en forma de pigmento amarillento y que 
su fórmula estructural es la 2-hidroxi-3 metil-1,4 naftoquinona y 
le asignaron el nombre de ftiocol (Phthiocol). 

Almquist (1939), demostró que el ftíocol tiene actividad an
tihemorrágica de vitamina K, siendo dicha sustancia el precursor 
de las drogas utilizadas en la actualidad con tal efecto. 

En cuanto a la sintesis de las vitaminas del complejo B, los 
investigadores Pope y Smith (1946) fueron los primeros que ob
servaron diferencias apreciables en la cantidad del ácido nÍco
tínico (niacina), también del ácido para-amino-benzoico, ácido 
fólico e inositol (factor antialopecia). sintetizados "in vitro" por 
las cepas H-37 (Mycobacterium tuberculosis) y Ravenel (My
cobacterÍum bovis). Los autores mencionados concluyeron que 
"estas diferencias eran demasiado grandes para poderlas atribuir 
por completo a la mayor proliferación celular de las mÍcobacterias 
de la tuberculosis del tipo humano". 

En el cuadro N° 1 aparecen resumidos los valores obtenidos 
por Pope y Smith en la determinación cuantitativa de las vi· 
taminas del complejo B sintetizadas por las dos diferentes es
pecies de los bacilos mencionados: 
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CUADltO No 1: 

Vit.aminas sintetizadas por los bacilos tuberculosos por mililitro 
del medio de cultivo líquido y filtrado (según Pope y Smith, 
1946). 

------_._~-

Vitamina Cepa bacilar 

Ravenelsint.etizada H·37 (M. tuberculosis) 
(M. bovis) 

Biotina 0,002 gammas 0,001 gammas 
Addo fólico 0,015 " 0,002 " 
Addo para-aminobenzoico "0,020 0,002 	 " 

'0Tiamina 0,041 " 0,014 
Riboflavina 0,330 f.O 0,060 	 " ..Acido pantoténico 0,140 
Piridoxina 

0.410 " 
0,440 " 0,090 	 " .,Inositol 14,170 1.280 " 

Acido nicotínico 37,500 " 0,740 	 " 

Del cuadro N° 1 se desprende que la cepa H-37 (Mycobac
terium tuberculosis) produce unas 50 veces más ácido nicotínico 
(niacina), unas 11 veces más inositol, 10 veces más ácido para
aminobenzoico, 7,5 veces más ácido fólico, 5,5 veces más ribo
flavina, y alrededor de 5 veces más piridoxina que la cepa bovina 
Ravenel. 

Posteriormente Konno (1956, 1958), Konno y col. (1957), y 
Bonicke (1957) se han dedicado a la determinación cualitativa y 
cuantitativa del ácido nicotínico sintetizado por deferentes 
micobacterias, trabajos que demostraron que el M. tuberculosis 
se distingue de todas otras micobacterias por la vigorosa produc
dón del ácido nicotínico. 

Konno, desde el principio de sus investigaciones, se basaba 
en la sencilla reacción colorimétrica descubierta por Konig ( 1904 ) 
para la determinación de compuestos piridÍnicos. Posteriormente 
Konno y colaboradores (1958) demostraron que el contenido de la 
niacina bacilar puede medirse de tres modos siguientes: 
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10 Biovaloración de la niacina por su asimilación por el Lac
tobacillus arabinosus, método que según los autores men
cionados se destaca por su exactitud, p~ro resulta bastante 
complicado en su ejecución. 

2° Determinación química fotométrica (cuantitativa) del con
tenido de niacina en el filtrado de los cultivos líquidos sin
téticos, utilizando como reactivos las soluciones de anilina y 
de bromúro de cianógeno. 

3o Modificación cualitativa de la prueba mencionada, utilizando 
colonias o fragmentos de las mismas, directamente del cul
tivo sólido (primarioo secundario) y suspendiéndolas, para la 
extracción de la vitamina hidro soluble en 1 c.c. de agua des
tilada, en un tubo de ensayo. Luego se añade a la suspensión 
bacilar 1 c.c. de solución alcohólica de anilina al 4 por 100, y 
1 c.c. de solución acuosa de bromuro de cianógeno al 10 por 
100, y procede a la apreciación de la prueba. 

Comparando los resultados obtenidos por los 3 métodos 
mencionados, Konno y colaboradores llegan a la conclusión que 
... "los métodos ensayados demuestran claramente la notable 
diferencia en el contenido de niacina de los bacilos tuberculosos 
humanos y de bacilos ácido resistentes atípicos, de modo que, 
pueden usarse como instrumentos fidedignos para el diagnóstico 
diferencial. La prueba química cualitativa puede considerarse 
como prueba rápida para empleo clínico o fines de triaje" . 

Runyon. y colaboradores (1959), modificaron el método de 
Konno del modo siguiente: se cubren las colonias para investigar, 
que se desarrollaron sobre el medio de Lowenstein-J ensen, con la 
cantidad de 0,5 al 1 mI. de agua destilada. A los 20 minutos de 
reposo se traspasa, con una pipeta graduada, la cantidad de 0,5 
mI. del liquido sobrenadante a otro tubo de ensayo, anexándole 
enseguida 0,5 mI. de la solución de anilina al 4 por 100 en alcohol 
etilico al 95 por 100, y 0,5 mI. de la solución acuosa de bromuro 
de cianógeno al 10 por ciento. A continuación se agita suavemen
te el contenido del tubo y cuando dentro de unos minutos de ob
servación aparece un color amarillo, se interpreta la reacción 
como positiva para la niacina. 
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El Centro Panamericano de Zoonosis (1973), recomienda la 
siguiente técnica para la determinación de la niacina bacilar: "se 
añade un mililitro de anilina al 4.0% en alcohol etílico al cultivo 
en crecimiento en el medio de Proskauer y Beck. Se añade enton
ces 1.0 mililitro de bromuro de cianógeno (veneno mortal). Esta 
prueba también puede efectuarse a partir de cultivos en cualquier 
medio sólido en tubos, para ello se agregan 2 mI. de agua des
tilada al medio, se rompen las colonias con el anza, facilitando la 
suspensión y se dejan los tubos inclinados durante 20 minutos. 
Se extrae luego el contenido líquido con una pipeta, se pasa a un 
tubo pequeño y en él se agregan los reactivos de la prueba. La 
aparición de un color amarillo a los cinco minutos indica la 
presencia de niacina". 

La prueba de Konno, en cualquiera de sus modificaciones, 
puede ser empleada con resultados satisfactorios en trabajos 
rutinarios de clasificación, sin embargo, la toxicidad de los 
vapores del bromuro de cianógeno (gas lacrimógeno) que hasta 
en cantidades muy pequeñas puede causar irritación de las 
mucosas nasales y conjuntivas oculares, impone la necesidad de 
trabajar bajo campana con extracción de aire. 

Los autores mencionados afirman que la prueba de la 
niacina es patognomónica para el M. tuberculosis y que todas 
otras especies de micobacterias, salvo casos excepcionales, no 
sintetizan la vitamina en cuestión en cantidades apreciables en la 
reacción referida. 

No obstante, debemos señalar que Boenicke y Ewoldt (1965) 
dieron a conocer que las cepas de M. borstelense varo niacino
genes, también son capaces de sintetizar el ácido nicotínico en 
cantidades apreciables. 

Además, el Centro Panamericano de Zoonosis en su mo
nografía denominada "Métodos de laboratorio de micobacte
riología para el aislamiento e identificación de micobacterias" 
(1973), menciona que "se dice que el M. fortuitum también 
produce niacina". 

2. Enzimas. 

Las micobacterias pueden sintetizar diferentes enzimas, sus
tancias que en la actualidad juegan un importante papel en la 
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clasificación bioquímica de las especies correspondientes. Las 
enzimas son producidas por células vivas y acusan naturaleza 
proteica cuya acción queda destruida a temperaturas superiores a 
80°C., sin embargo, una inhibición parcial de la actividad en
zimática bacteriana se manifiesta "in vitro" a partir de 56°C. El 
mecanismo de la acción enzimática es realmente complejo y no 
raras veces depende de la presencia de diferentes coenzimas y 
apoenzimas y de algunos iones metálicos (magnesio, manganeso, 
cinc, cobre o hierro) que se desempeñan como cofactores. 

Las enzimas más importantes producidas por diferentes 
micobacterias son las siguientes: 
Catalasa. Las micobacterias en general posean la capacidad de 
producir la catalasa, enzima capaz de descomponer el peróxido de 
hidrógeno en agua y oxígeno molecular, según la ecuación: 

Middlebrook (1954) propone la siguiente técnica para la 
determinación de la actividad catalásica de las micobacterias: las 
colonias para investigar, desarrolladas en el medio de Lowenstein 
Jensen o Dubos se cubren con una mezcla de soluciones de 
peróxido de hidrógeno con tween 80. La prueba se interpreta 
como positiva cuando aparecen pequeñas burbujas de gas a nivel 
de las colonias y en la base del medio de cultivo inclinado, en los 
primeros 5 minutos de realizada la reacción. Se utilizan dos 
soluciones recientemente preparadas, de peróxido de hidrógeno al 
30 por ciento y de tween 80 al 10 por ciento. Estas dos soluciones 
(acuosas) se mezclan a partes iguales en el momento de su uso. 

Especies clínicamente significativas (M. tuberculosis, M. 
bovis y M. paratuberculosis) son generalmente productoras de 
moderadas cantidades de la enzima en cuestión; los saprófitos, 
es decir, especies clínicamente no significativas, generalmente 
producen la cata lasa en cantidades abundantes. 

Boenicke (1961), demostró que la importancia de la prueba 
de catalasa se basa principalmente en el hecho de que los bacilos 
tuberculosos humanos y bovinos (M. tuberculosis y M. bovis) 
dejan de producir la enzima cuando se hacen resistentes a la 
hidrazida del ácido isonicotínico ( H.A.I.N.) en pruebas in vitro 
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(desde 10 gammas de H.A.l.N. por cada c.c. del medio de cul
tivo). Contrariamente a lo mencionado se comportan todas ~as 
otras especies mico bacterianas, incluyendo a las micobacterias 
atípicas o no clasificadas, que permanecen fuertemente activas en 
cuanto a la producción de la catalasa, mostrándose al mismo 
tiempo resistentes a la hidrazida del ácido isonicotinico. El fe
nÓmeno mencionado constituye un buen método de diferenciación 
de los bacilos tuberculosos apatógenos de las micobacterias 
atípicas y de los saprófitos. 

Peroxidasa. Sula y Pollak (1966), señalan que la peroxidasa 
está presente en los bacilos tuberculosos humanos (M. tuber
culosis) y bovinos (M. bovis) solamente. Todas otras especies de 
micobacterias no son capaces de producir dicha enzima. No obs
tante, la sintesis de la peroxidasa por parte de los bacilos tuber
culosos puede ceder cuando éstos se hacen resistentes a la iso
niacida (H.A.l.N.). 

Se sabe que las peroxidasas catalizan la oxidación de sus
tratos por el peróxido de hidrógeno, es decir, descomponen el 
hidrógeno y transfieren el oxigeno liberado a otro sustrato que, 
de esta manera, se oxida. Dichas enzimas son generalmente 
proteinas de porfirina de hierro, pero a veces aparecen en forma 
de flavoproteinas (Gunsalus y Stainer, 1961). 

Además de la catalasa y peroxidasa las micobacterias son 
capaces de producir numerosas otras enzimas, entre las cuales se 
puede mencionar: esterasas, carbohidrasas, amidasas, pepti
dasas, oxidasas, dehidrogenasas, y enzimas que afectan la des
carboxilización oxidativa de los ácidos alfa-cet6nicos. 

Boenicke (1958), ha observado que algunas micobacterias 
pueden producir la penicilinasa pero en cantidades muy varia
bles. Según el autor mencionado, las mayores cantidades de la 
penicilinasa corresponden al grupo de los bacilos acidorresisten
tes saprofíticos, al M. smegmatis especialmente, y las menores a 
los bacilos tuberculosos genuinos. 

"umerosos autores han estudiado la asimilación de diferen
tes carhohidratos por las micobacterias. Las técnicas y resul
tados de estas investigaciones el lector puede apreciarlas en los 
trabajos de Kubica (1960) y Kubica y Dye (1967). 
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Amidasa. Corper y Sweany (1918) encontraron que los 
bacilos de Koeh descomponen vigorosamente la urea, actividad 
que según las investigaciones de Tacquet y cl?l. (1954) no es 
apreciable en las pruebas con cepas de procedencia bovina y 
aviaria. 

Bonicke (1961), logró demostrar que casi todas las especies 
de micobacterias pueden ser identificadas y clasificadas mediante 
la prueba de desdoblamiento enzimático de diferentes amidas 
mencionadas en el cuadro N o 2: 

La técnica de la prueba del desdoblamiento enzimático de las 
amidas según Bonicke (1961) es la siguiente: 

a) Preparación de suspensiones bacterianas. 

Se toma con asa de platino varias colonias cultivadas en el 
medio de Lowenstein- Jensen, se determina su peso exacto en 
una balanza sensible, se suspende en solución salina isotónica y 
se centrifuga durante 20 minutos a 3000 r.p.m. A continuación se 
decanta el líquido sobrenadante, se resuspende el sedimento, se 
centrifuga de nuevo y se elimina el centrifugado con el fin de 
hacer desaparecer los posibles trazos de amoniaco adheridos a la 
superficie bacilar. Finalmente se suspende el sedimento en so
lución de suero fisiológico taponada a pH - 7,2, a razÓn de 10 mg. 
de sedimento bacilar por cada mI. de la solución taponada. 

b) Preparación de las soluciones de amidas. 

De cada una de las 10 amidas mencionadas en el cuadro N° 2 
se preparan soluciones acuosas (0,00164 molar) y se calientan en 
baño maría, durante 30 minutos a los 100°C. 

c) Ejecución de la prueba y su interpretación. 

Se mezcla en partes iguales la suspensión bacilar y solución 
de la amida correspondiente y se incuba a la temperatura de los 
37°C. En diferentes lapsos de incubación (de 2 a 22 horas) se 
toma con una pipeta graduada la cantidad de 1 mI. de la mezcla 
incubada y se procede a la determinación química de amoniaco en 
la misma, con el método de Rusell (1944 l, preff!riblemente. La 
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Cuadro No. Z: La serie de las 10 amidas según BOnieke. Datos químicos. 

No. Amida y su 
peso molee, 
(PM) 

Preparación 
de la soJuc. 
0,00164 *.IM 

Reacción enzimática 

Acetamida 
PM-59 

9,68mg. 
en 100 mI. 
ab~a dest. 

Acet
amida 

+H,O Acido 
------~~.. aeético + Amoníaco 
Acet., (NH,) 
Ilmidasa 

Benzamida 

PM·121 

19,85 mg. 
en 100 rol. 
agua desL 

Benu
mida 

+H,O 

&nzamidasa 

Acido 
;:::. benzoico + NH"3 

Urea 

PM·60 

9,84 mg. 
en 100 mI. 

Urea + Addo 
carbónico 

+NH, 

agua dest. Ureasa 

ls<,;nicotina' 20,00rng. lsonicotina- +H1 ú Addo

• +NH, 
mida en 100 mL mida isónieo~ 

Isonicotína
PM·122 agua des!'. midasa tínico 

Nicotina- 20,00 mg. Nicotína- +H1 O Acido 
mida en 100 mI. mida nicotí  + NH, 

-~-NicoLina- nÍeo 
PM -122 agua desL midasa 

Piraeina- 20,20 rng Piradn~ +H,O Aeido 
mida en 100 mL amida _._----,. pirací~ +NH, 

PM -123 agua dest. Piracinami- nka 
das. 

Salieil
amida 
PM 137 

22,50 mg, 
en 100 ll.1L 
agua dest. 

SaHeila
mida 

+ 

midasa 

Adda 
salieflieo +NH, 

8 Alantoína 
PM "'158 

"-~-'-~-"-~-"-~-" 

25,90 mg. Alantoín.a Aeido 
en 100 mL 
agua dest. Ahmtoicasa 

Ureasa 

+ 2CO, 

+4NH3 

Suecina~ 19,00mg. SuccinaM + 2H:lO Acido 
mida en 100 mI. mida ~------. pirúvíeo + 2NH3 
PM 116 agua dest. Succinamidasa 

10 	 Malonamida 16,70 mg Malonami~ +2H,O AcidQ 
PM -102 en 100 mI. dB mal6nico + 2NH3MalQnamidala 

agua dest. 
._-_._-_..._-_... 
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presencia de NH3 se manifiesta por la aparición de un color azul 
más o menos intenso. Esta reacción puede ser interpretada co
lorimétricamente, sirviendo así como prueba cualitativa y cuan
titativa simultáneamente. 

Los resultados de dichas investigaciones enzimáticas los 
hemos resumido en el cuadro N° 3. 

Del cuadro N° 3 se desprende que las micobacterias de 
crecimiento rápido (M. smegmatis, M. fortuitum, M. phlei y M. 
thamnopheos) se distinguen por su diferente actividad enzi
mática. Por otra parte, se puede apreciar la diferencia entre las 
micobacterias foto cromógenas (grupo 1 de Runyon), escoto
cromógenas (grupo II de Runyon) y no-fotocromógenas (grupo 
III de Runyon), por cuanto las primeras desdoblan la urea y 
nicotinamida, las segundas se quedan inactivas enzimáticamente 
(salvo algunas cepas que atacan la urea), y las últimas forman 
amoniaco de la nicotinamida y piracinamida. 

Es muy significativo el hecho de que el M. avium, M. ul
cerans y las micobacterias de la cepa Zulia (aislada en cultivo a 
partir del material lepromatoso humano) aparecen en dicha 
prueba como idénticas con las micobacterias no-fotocromógenas 
(grupo III de Runyon). 

Pollak (1972), señala que Juhlin redujo el número de amidas 
propuestas por Bonicke y añadió nuevas para la clasificación 
bioquímica de las micobacterias. 

Nitro-reductasa. 

Virtanen (1960), dio a conocer que algunas especies de 
micobacterias producen la nitro-reductasa que reduce los nitratos 
a nitritos en pruebas "in vitro". Según las investigaciones de 
Virtanen, las reacciones fuertemente positivas son características 
para el M. tuberculosis, y negativas para M. bovis y el B.C.G. Al 
mismo tiempo, las micobacterias de otras especies resultaron 
desde negativas hasta fuertemente positivas para la enzima men
cionada. Así el M. phlei, M. smegmatis, y M. ranae, también, 
formaban la nitro-reductasa en cantidades apreciables, resultan
do el M. muris, M. avium, M. balnei (M. marinum) y M. piscium 
incapaces de realizar la reducción. 
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CUADRO N° 3: 

Cuadro No. 3: Espectro específico de desamidación enzimática de dlferentes especies 

de micobacterías. Tiempo de reacción 12 horas. 

I I '" I I'" 8 '" '"-o 

'" .¡j '" e ]"O ~[vIle'",.c,ena 8 E " "c: 
~ <;) ] 

c: 
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Signos: positivo para la reacción eTIzimática de Bónicke,.i.

negativo para la reacCÍón enzimática de Bonicke 
* mieobacteria aislada de material lepromatoso por ILCKEVICH y col. (1969) 
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Ultimamente se comprobó que el M. ,kansasii (fotocro
mógeno) reduce los nitratos a nitritos (Divo, 1971 l. 

En la reducción de los nitratos, éstos se convierten por la ac
ción bacteriana enzimática en compuestos menos oxidados. 

Ciertos microorganismos llevan la reducción solamente a la 
fase de nitritos, otros, sin embargo, conducen hasta la aparición 
de productos finales, los cuales consisten en: amoníaco, nitrógeno 
yagua. 

Verhoeven (1952), ideó el esquema de la reducción de ni
tratos por microorganismos, el cual ofrecemos a continuación: 

1 
Acido nítrico 

HN03 

+ 2H 

Acido nitroso 
HN02 

1 + 2H 
Nitroxilo ___+. Acido hiponitroso ___....... Oxido nitroso 

HNO H2N202 

1 
N20 + N20 

+2H \ 
+ 2H 

Hidroxilamina + 2H 
H2NOH

1 + 2H 1 

Además de lo mencionado, también, la desaminación de los 
unino-ácidos que se encuentran en los ingredientes de los medios 
le cultivo, trae consigo el desprendimiento de amoniaco. Se con
idera que dichos ácidos deben desdoblarse p~ convertirse en 
omlluestos asimilables. 
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Se sabe que los microorganismos, en general, necesitan car
bohidratos fermentables y que, donde falta un carbohidrato fer
mentable, ciertas bacterias, asimilan el amoniaco acumulado en el 
medio de cultivo. En virtud de lo expuesto la investigación de la 
presencia de amoniaco en los cultivos bacterianos debe ser 
realizada en medios sin carbohidratos (en medios sintéticos 
preferiblemente), ya que en el caso contrario el microorganismo 
puede dejar de utilizar los amino-ácidos como fuentes energéticas 
asimilables. 

En uno de nuestros trabajos anteriores (Ilukevich, 1961) 
hemos estudiado la posible producción de amoniaco por diferen
tes micobaclerias. El método empleado para este fin fue el de 
Eber, modificado por Ilukevich y Mora (1950) que se realizó en la 
siguiente forma: 
Composición del reactivo: 

a) 1 parte de ácido clorhídrico concentrado de peso específico: 
1,125. 

b) 3 partes de alcohol etílico al 70% 
c) media parte de cloroformo puro para análisis 
d) media parte de acetona pura para análisis 

Para la preparación del reactivo debe seguirse el siguiente 
procedimiento: se echa el ácido clorhídrico en un envase de vidrio 
y se le agrega el alcohol etílico. Luego se hace aparte una mezcla 
de cloroformo y acetona en iguales proporciones, como quedó 
dicho en la fórmula y composición del mismo reactivo, y debi
damente mezclados y agitados el cloroformo y la acetona, se 
añaden al recipiente que contiene el ácido y el alcohol, agitándose 
muy bien nuevamente la solución. 

La técnica que empleamos en las averiguaciones del amo
níaco de las cepas bacterianas es la siguiente: como envase del 
reactivo mencionado se utiliza un frasco pequeño, de unos 4 cm. 
de diámetro, de vidrio claro, y pintado en su mitad longitudinal 
de color negro para mejorar visibilidad de los humos originados 
en la reacción. Se toma en la mano izquierda el envase que con
tiene unos 10 ce. de reactivo, de tal manera que la banda negra 
longitudinal quede en sentido horizontal y debajo. Inmediatá
mente se toma con una asa de platino, previamente esterilizada al 
rojo en un mechero, de la superficie del medio de cultivo, un frag
mento de la colonia para investigar. Se introduce la asa en el 
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frasco sin tocar la superficie del reactivo y poco después deberán 
observarse unas columnas de humo blanquecino (nubes de 
amoniaco), alrededor de la colonia bacilar sostenida por la asa de 
platino, en el caso de que ésta contenga el amoniaco. 

En el cuadro N° 4 se demuestran los resultados que obtu
vimos en la determinación de amoníaco de micobacterias aisladas 
de material procedente de humanos o animales, y de las cepas al
macenadas en nuestra colección bacteriana, todas cultivadas o 
repicadas en el medio de Lowenstein J ensen con glicerina y sin 
ella. 

El reactivo, una vez preparado, se utilizó durante varios 
meses, guardándolo en el frasco tapado con una tapa de cristal 
esmerilado. La eficacia del reactivo fue comprobada antes y des
pués de las investigaciones, mediante pruebas adicionales rea
lizadas con 2 cepas de cocos positivos para la prueba de amo
niaco. 

CUADRO N° 4 

Resultados de determinación de amoníaco en diferentes micobac
terias empleando el reactivo de Eber modificado por Ilukevích y 
Mora (1950). 

Mycobacterium N° de cepas Positivas % 
investigadas para amoniaco 

M. tuberculosis 108 O O 
M. bovis 65 O O 
M. avium 5 O r 

Runyon 1 7 ti " 
Runyon II 14 
Runyon III 9 O 
RurtyonIV 10 O O 
M. balnei (marinum) 4 O O 
M. pblei 2 O O 
M. smegmatis 2 O O 
M. fortuitum 2 O O 
CocosNH3 
POSITIVOS (control) 2 2 100 



67 

Del cuadro N° 4 se desprende que ningurra de las cepas de 
micobacterias examinadas por nosotros ha producido amoníaco 
en cantidades apreciables por la reacción utilizada. Los resul
tados obtenidos en las investigaciones mencionadas permiten 
concluir que las micobacterias en general no producen el amo
níaco libre en calidad de uno de los productos finales de su 
metabolismo en el medio de cultivo ensayado. Es posible que 
dicha particularidad es propia del género Mycobacterium y 
puede servir como aporte para su identificación" in vitro". 

Reducción de telurito. 

Kilburn y col. (1969), demostraron que algunas micobac
terias tienen la capacidad de reducir el telurito de potasio in
coloro a teluro metálico de color negro. La prueba mem:ionada 
puede ser empleada en la diferenciación complementana de cier
tas especies de micobacterias por el hecho de que el M. avium y 
la mayoría de las micobacterias agrupadas en el TU y IV grupo 
de Runyon reducen el telurito, mientras que el M. tuberculosis, 
M. bovis, y las cepas folocromógenas (Runyon T) y escotocro· 
mógenas (Runyon 11) carecen de esta capacidad reductora. 

El procedimiento de la prueba de reducción de leluritn es el 
siguiente: 

Se siembra la cepa micobacteriana para investigar en ei 
medio de Middlebrook líquido (7 H-9) enriquecido con áddo 
oleico, fracción V de albúmina bovina, catala~a ~. dextrosa. A los 
7 días de incubación a los 37°C se anexan al cultivo dos gotas de 
una solución acuosa estéril de telurito de potasio al 2 por 100. 
r 'l('!,:n é'e devuelve el cultivo a la estufa y a los cuatro días de in

" ~;rr"'r~¿e a la lectura de prueba. La aparición de un 
,:,'" en el medio de cultivo indica la reducción de la sal de 

t81urito a teluro metálico. 

Reducción de azul de metileno. 

Desbordes y Fournier (1950), encontraron que ;lkli1:1c, 

micobacterias pueden reducir el azul de metileno alwx¡líip· :\'1 . 

tas proporciones al medio de cultivo. Según las imestigacione::l 
de Bonicke (1958), esta particularidad es característica para la~ 
micobacterias saprofíticas. 

I 
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El azul de metileno actúa como receptor de hidrógeno y en la 
forma reducida pierde su color. La reacción es reversible ya que 
al pasar el oxígeno a través del medio que contiene el compuesto 
reducido, reaparece el color azul. La reacción mencionada puede 
ser representada en la forma siguiente: 

Azul de melileno (cOlor) Azul de melíleno (incoloro) 

El átomo de hidrógeno se fija reversiblemente en el doble 
enlace del nitrógeno y la sustancia de color azul pasa a la forma 
incolora o leucobase. 

3. Bacteriostáticos tipo-específicos. 

Se designa con el nombre de "bactenostáticos tipo
específicos" aquellas drogas que pueden inhibir el desarrollo "in 
vitro" de un determinado tipo de los bacilos tuberculosos. 

Roth, Carrara y Erlenmeyer (1953) dieron a conocer que la 
hidracida del ácido tiofen-carboxílico es fuertemente bacterios
tática para el desarrollo de los bacilos tuberculosos bovinos de la 
cepa Valée, mientras que los bacilos de la cepa H37Rv de pro
cedencia humana no sufren alteraciones apreciables en los medios 
de cultivo con la droga mencionada. Posteriormente, Bonicke 
(1958-a), investigó la sensibilidad a la sustancia mencionada de 
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70 cepas de M. tuberculosis, 52 de M. bovis, y 35 cepas de otras 
micobacterias. El autor mencionado llegó a precisar que los 
bacilos tuberculosos humanos se desarrollan bien en presencia de 
100 micras de la hidracida del ácido tiofen-carboxílico por cada 
c.c. del medio de cultivo, y que los del tipo bovino no se multi
plican en los medios con 0,1 a 1,0 micras de la droga tipo
específica mencionada. 

Resultados semejantes a los arriba expuestos ha obtenido 
Bonicke (1958-b) examinando otra hidracida carboxílica pen
tacíclica, precisamente, la hidracida del ácido furfuroil-2
carboxílico. 

Pollak y Quiñones (1962), sometiendo a dichas pruebas 16 
cepas de bacilos tuberculosos de tipo humano y 12 de tipo bo
vino, comprobaron los resultados obtenidos por Bonicke. 

Por otra parte se sabe que las micobacterias que pertenecen 
a todos los 4 grupos de Runyon, incluyendo el M. avium, son 
resistentes (es decir, crecen en presencia de la droga en el medio 
de cultivo) a los siguientes tuberculostáticos: hidracida del ácido 
isonicotínico (Kubica, 1960); hidracida del ácido tiofeno 2 car
boxílico (Bonicke, 1958-a); cloruro de neotetrazolio (Gastambide 
y Smith, 1958); estreptomicina (Kubica y Dye, 1967); y rifam
picina (McClatchy y col., 1969). 

A continuación presentamos el cuadro N () G donde reunimos 
los resultados de las pruebas de resislencia a compuestos 
químicos (Centro Panamericano de Zoonosis, 1973). 
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CUADRO N° 5: 

Susceptibilidad ( -:-) o resistencia ( + ) de diferentes micobacterias 
a compuestos químicos. 

Crecimiento Especies Grupos de Runyon 

en: M. bovis M. avium M. tuberc. 1 II III IV 

Hidrácida 
del ácido 
isonicotÍnko. + + + + + 

Hidrácida 
del ácido 
tiofeno-2 
earboxílico + + + + + + 

Neotetrazolio + + + + + 

Estrepto
núcina + + + + + 

Rifampidna + + + + + 

Del cuadro N o 5 se desprende que la hidracida del ácido 
tiofeno-2 carboxíIico se destaca como droga tipo-específica en 
cuanto a la diferenciación de los bacilos tuberculosos humanos 
(M_ tuberculosis) de 108 bovinos (M. bovis). 

DEMOSTRACION DE LA VIRULENCIA "IN VITRO" 

L Al~ordonamiento. 

M&ximow (1928), fué el primero en participar que los bacilos 
tuberculosos tienen la particularidad de creeer en ciertos medios 
de cultivo líquidos o en el fondo de tubos de ensayo con medios 
sólidos (en el agua de condensación) en forma de un sedimento 
compuesto de "hilos" o "cordones" de bacilos alineados para
lelamente. nicho acordonamiento de los bacilos acidorresistentes 
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puede ser observado microscópicamente bajo objetivo de inmer
sión, previa coloración de la preparación por el método de Ziehl
Neelsen. 

Durante muchos años dicho fenómeno se quedaba sin ex
plicación alguna hasta que Middlebrook y col. (1947) lograron 
observar que los bacilos virulentos se desarrollan en forma de 
cordones, mientras los avirulentos, salvo casos excepcionales, 
crecen de manera irregular. 

Bloch y col. (1953), notificaron que la capacidad de formar 
dichos cordones depende parcialmente de la composición química 
de la superficie bacilar. Las micobacterias virulentas acusan la 
presencia de un factor específico extraíble con éter de petróleo. 
Dicho factor (cord factor) posee un efecto lítico sobre los leu
cocitos "in vitro" e "in vivo". Los bacilos tuberculosos privados 
del factor de acordonamiento mediante extracción del mismo, 
siguen desarrollándose en los medios de cultivo de manera 
irregular (sin formación de los cordones) y pierden su virulencia 
inicial para los animales susceptibles. 

Kubica (1959), señala que la adición al medio de cultivo de 
ciertas cantidades de Tween 80 (agente de dispersión preparado a 
base de un éster de ácido oleico) altera la exacta interpretación de 
los resultados de la prueba, ya que en presencia de la sustancia 
mencionada, todas las micobacterias cultivables crecen sin for
mación de haces filamentosos o cordones. 

Zapatero (1962) señala que la asociación del "factor cord" 
con la virulencia del gérmen no está bien establecida. 

La opinión del Centro Panamericano de Zoonosis (Serie de 
Monografías Científicas y Técnicas - C.P.Z., N° 6, Buenos Aires, 
1973, pág. 14) sobre el problema mencionado, textualmente, reza 
as1: "Se dice que el fenómeno indica virulencia pero ocasional
mente cultivos no virulentos producen cordones". 

Reacción de rojo neutro. 

Dubos y Middlebrook (1948) dieron a conocer que existe una 
. diferencia apreciable en cuanto a la adsorción del rojo neutro por 
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los bacilos acidorresistentes virulentos y no virulentos. Los 
autores mencionados atribulan el fenómeno en cuestión a la 
diferente composición bioquímica de la superficie bacilar corres
pondiente. Dicha observación indica que la superficie de los 
bacilos virulentos se destaca por compuestos más ácidos que la 
de los gérmenes no virulentos, hecho que facilita la unión del 
colorante con el bacilo virulento y determina la aparición de un 
color rojo en la suspensión bacilar alcalinizada. Nuestras inves
tigaciones (Ilukevich, 1961) han demostrado que de las 68 cepas 
de bacilos de la tuberculosis humana patógenas para el acure, 67 
resultaron positivas a la coloración mencionada (98,5%), y que de 
las 20 cepas no patógenas, solamente las 5 cepas (25%) respon
dieron positivamente a la prueba en cuestión. Dichos resultados 
son algo concordantes con los datos aportados por Xalabarder 
(1961), según los cuales el 92,5% de las 23 cepas de origen hu
mano se colorean con el rojo neutro, y solamente el 41,2% de las 
17 cepas de otros orlgenes. 

Dubos y Middlebrook (1948), proponen el uso de la siguiente 
técnica para la reacción. del rojo neutro: Sobre varias colonias 
sacadas del medio de cultivo e introducidas con asa de platino en 
tubo de ensayo, se vierten 5 mI. de la solución acuosa de alcohol 
metílico al 50 por ciento. A continuación se incuba la suspensión 
durante una hora a la temperatura de 37'C, y al decantar el al
cohol sobrenadante se procede a lavar el sedimento con otros 5 
mI. de la solución alcohólica mencionada. Al centrifugar y decan
tar de nuevo el alcohol, se resuspende el sedimento (bacilos) en 5 
mI. de la solución barbitÚrica recién preparada (5 por ciento de 
cloruro de sodio más 1 por ciento de barbital sódico), y enseguida 
se afiade 1 mI. de la solución acuosa de rojo neutro (20 mili
gramos del colorante por cada 100 mI. de agua destilada), A los 
30 minutos se procede a la lectura. Los bacilos ácido resistentes 
virulentos adquieren un color rojo en el liquido que luce amarillo, 
mientras que las micobacterias no virulentas no cambian su color 
o se tornan ligeramente rosadas. 

PARTICULARIDADES DEL CULTIVO DE LAS MICOBAC
TERIAS. 

1. Cultivo en medios msticos. 
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El patólogo alemán Paul von Baumgarten fue el primero que 
participó que había logrado la multiplicación de los bacilos tuber
culosos en la cámara anterior del ojo de los conejos inoculados 
por vía oftálmica. Este decisivo descubrimiento apareció en la 
prensa el día 3 de Abril de 1882, es decir, con siete días de ano. 
ticipación al célebre trabajo de Robert Koch, denominado "La 
etiología de la tuberculosis" que fue publicado el 10 de Abril del 
mismo año y en el cual Koch dio a conocer de haber cultivado, 
por primera vez, el bacilo que produce la tuberculosis, empleando 
medios de cultivo inanimados. 

En aquella época se creía, y todavía lo creen muchos, que el 
mérito de las investigaciones de Baumgarten, junto con los de 
Cohnheim y Salomonsen, se limita al hecho de haber demostrado 
una vez más la contagiosidad de la tuberculosis, sin resaltar la 
transcedental importancia del humor acuoso como medio de cul
tivo para el fin correspondiente. 

Moore (1942), y Fite y OIson (19441, lograron demostrar que 
los bacilos tuberculosos de los animales homotermos se permiten 
cultivar en la membrana corioalantoidea del embrión de pollo 
vivo, con producción de efecto citopatológico característico en el 
tejido embrional. También otras micobacterias, tales como M. 
phlei, M. fortuitum y M. smegmatis se desarrollan en las envol
turas del embrión de pollo y en el tejido del mismo, sin que las 
lesiones producidas permitieran la diferenciación de las especies 
bacterianas inoculadas. 

Gay Prieto y col. (1965), inocularon material procedente de 
lesiones de diferentes tipos de lepra en la membrana corioalan
toidea del embrión de pollo de 12 días y encontraron ya a las 48 
horas de la inoculación, lesiones nodulares macroscópicamente 
apreciables en la membrana mencionada. Investigación histo
lógica de estas lesiones revelaba un granuloma caracterizado con 
la presencia de las células ef;lpumosas; su estudio con el micros
copio electrónico permitia ver células vacuoladas con citolisomas 
y algunas formas globulares y cuerpos esféricos. La reinoculación 
de este material patológico de huevo a huevo permitia la re
producción de las lesiones en serie. El inóculo pasado por el filtro 
de Mendel producia lesiones macroscópicas y microscópicas 
similares a lsa obtenidas por inoculación directa del material 
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procedente de lepra huínana. Una multiplicación de las micobac
t:erias en la membrana corioalantoidea del embrión de pollo no fue 
observada, sin embargo, los autores mencionados registraron la 
presencia de pequeños corpúsculos acidorresistentes, interpre
tados por ellos como variaciones morfológicas de las formas del 
M. leprae, quizás integrantes del ciclo "L". 

Por otra parte se ha utilizado el cultivo de diferentes 
células "in vitro" como terreno para la multiplicación intracelular 
de las micobacterias. Así Sut:er (1952), demostró que los bacilos 
tuberculosos se multiplican en los macrófagos del acure; Chang 
(1961, 1962), dio a conocer sobre cierta proliferación del M. le
prllemurium en los poliblastos (macrófagos) tomados de la ca
vidad in~raperitoneal del ratón blanco y mantenidos por largo 
tiempo (hasta un año) en cultivos "in vitro"; y finalmente, 
Devignat (1961), Ranadive y coL (1962) y Chang (1965), han ob
servado una limitada multiplicación del M. leprlle en macrófagos 
humanos y ciertas células tumorales cultivadas artificialmente. 

Gale y coL (1958, 1960), desarrollaron un método de cultivo 
precóz de micobacterias en la cavidad abdominal de ratones de 
experimentación, con el propósito de obtener un rápido reco
nocimiento de la tuberculosis. La prueba consiste en la inyección 
intraperitoneal del material sospechoso (esputos, contenido 
gástrico, etc.) mezclado con la cantidad de 0,5 mI. de una suspen
sión de mucina gástrica del cerdo al 5 por 100. En los casos 
positivos, los bacilos tuberculosos se desarrollan en gran can
tidad en la cavidad abdominal del animal inoculado, hecho que 
puede ser comprobado microscópicamente ya a las dos o tres 
semanas de la inoculación. Según Gale el método de la prepa
ración de la mucina es de gran importancia para la buena marcha 
de la prueba mencionada y debe ser realizado en la forma si
guiente: 

Se agrega la cantidad exacta de cinco gramos de la mucina 
granulada (type 1701-W de Wilson Laboratories-Chicago, Illi
nois) a 95 mL de agua destilada y deja reposar de 5 a 10 minutos 
que, en general es el tiempo necesario para que el agua penetre en 
los gránulos de la mucina, y Sl: meL.da bicll en una mezcladora 
eléctrica con rápidos y cortos lIil) \ irrl;pnLu:s de la hélice (de 30 
segundos a un minuto c[lda ,W()! para e\i¡ar .::;: ~'C!lentamíento de 
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la preparación, hasta que aparece una suspensión completamente 
homogeneizada. Luego se vierte la suspensión en un matraz de 
Erlenmeyer de un litro de capacidad, y se esteriliza en autoclave 
durante 15 minutos a 15 libras de presión. Se deja enfriar a la 
temperatura ambiente y se ajusta el pH de la suspensión a 7.0, 
utilizando para este fin la cantidad de unos 10 c.c. de la solución 
j t_ errri de hidrc~xido de sndio. Dicha suspensión debe ser 

Shepa.rrl (1961), obtiene una marcada multiplicación del M. 
lf'p'l'8P en los tejidos blandos de la planta podal del ratón blanco, 
n'l::-dl;;rü,p' moculación de muy pequeñas dosis bacilares (5 a 10 mil 
,,;(! Mólos por cada inóculo), sin embargo, no consigue la apa
~'icí¿'n de .r" cuadro clínico apreciable en dichos animales. 

;;, Cultivo en medios inanimados. 

Koch (1882), cultivó por primera vez el bacilo de la tuber
culosis empleando como terreno artificial el suero sanguíneo 
vacuno coagulado por el calor, después de múltiples ensayos in
fructuosos con otros medios, Igualmente obtuvo el desarrollo del 
b;wilo mencionado en forma de velos en el suero líquido de bo
vino, No obstante, el crecimiento de los bacilos acidorresistentes 
en los medios mencionados fué muy escaso y no raras veces 
aparecía inhibido por la abundante contaminación de los cultivos 
correspondientes. 

Numerosos descubrimientos posteriores hechos por diferen
t~~s investigadores contribuyeron al notable mejoramiento de las 
tbcnÍCas del cultivo. no obstante, algunas especies micobacte· 
rianas, entre ellas el M. leprae, M. lepraemurium y M. bubalo· 
mm, no se desarrollan con regularidad en medios artificiales y 
por lo tanto constituyen todavía un campo de exhaustiva inves
tigación. 

,~ ••~u'" importantes de· diferentes cultivo:;; 
;o,., n!f'di.'1" ín::o.nimadl's las resumimos en la for-

Hov día Sf' sabe que todas las micobacterias cultivables son 
'''', " 'U". v f¡ji(' posppn la capacidad de utilizar amino·ácidos y 
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sales amónicas como reserva de nitrógeno y diversos compuestos 
de carbono como fuente de energía. Además del carbono,ni
trógeno y oxígeno las micobacterias necesitan para su metabolis
mo elementos como hidrógeno, fósforo, potasio, magnesio y 
hierro. La adición de ciertos elementos pesados (cuyo peso es
pecífico es mayor de 4,5), en cantidades infimas al medio de cul
tivo, estimula el desarrollo bacilar; el mismo efecto produce 
azufre, sodio, citratos y otras sales de ácidos polivalentes. 

La introducción por Dorset (1902), de un medio de cultivo 
elaborado a base de huevo coagulado marcó el rumbo hacia la 
preparación de los medios óptimos designados para el desarrollo 
artificial de los bacilos en cuestión. Al mismo tiempo Dorset ideó 
un medio sintético libre de proteÍna, los componentes del cual sir
vieron posteriormente como punto de partida para numerosas 
modificaciones de la receta original. Surgíeron diferentes medios 
de cultivo de alta especificidad selectiva, tales como el medio de 
Petroff (1915), Corper (1919), Lowenstein (1924), Hohn (1925), 
Petragnani (1926), Herrold (1931), Sasano y Mediar (1943), Coro 
per y Cohn (1946), Yamane (1957), y otros que, en su compo
sición llevan el huevo y varias otras sustancias empleadas por 
Dorset. 

Lesslie (1970), e Ilukevich (1974), indican que el empleo de 
piruvato de sodio como ingrediente del medio de cultivo desa
rrollado por Stonebrink y col. (1969), favorece notablemente el 
desarrollo del M. bovis. 

Parece que las mico bacterias no necesitan vitaminas para su 
crecimiento, salvo pequeñas cantidades de biotina (ácido 2-ceto
3,4-imidazolido'2-tetra-hidro-iofeno-n- valeriánico) que forma 
parte del complejo vitam{nico B y que se encuentra en la yema 
de huevo, leche, hígado y riñones. Dicha sustancia sirve como es
timulante del crecimiento bacilar, hecho que puede explicar la 
importancia del Huevo como ingrediente de los medios de cultivo 
correspondientes. 

Según Dubos (1958), el desarrollo de las micobacterias es 
más rápido y más exuberante si el pH del medio de cultivo se 
mantiene entre 6,0 y 8,0 con el óptimo para las cepas patógenas 
comprendido entre 6,5 y 6,8. 
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Nuestras experiencias han demostrado (Ilukevich, 1961) que 
el M. tuberculosis requiere en general, unos medios de cultivo 
cuyo pH oscila entre 7,4 y 7,8; mientras que el M. bovis se de
sarrolla mejor en terrenos ligeramente ácidos, es decir, con el pH 
de 5,8 a 6,8. 

En cuanto a la glicerina (alcohol triatómico- CH20H
CHOH-CH20H) ésta puede ser considerada como un factor es
pecífico necesario para el desarrollo artificial de la mayoría de las 
especies de micobacterias, de M. tuberculosis y M. avium, es
pecialmente. No obstante, ciertas micobacterias, tales como el M. 
bovis y M. microti son glicerinofobas y no se desarrollan bien o 
dejan de crecer por completo en terrenos glicerinados. 

Nuestros experimentos realizados con 302 muestras de 
material patológico de procedencia bovina sembradas en el medio 
de Lowenstein-J ensen sin glicerina y con diferentes concentra
ciones de la misma, comprobaron una vez más la sensibilidad del 
M, bovis a la sustancia mencionada. Al final de la décima semana 
de incubación a la temperatura de 37°C hemos observado los 
siguientes resultados resumidos en el cuadro No 6. 

CUADRO N° 6: 

Resultados de los 302 cultivos de material de procedencia bovina 
en medios de Lowenstein-J ensen sin glicerina y con diferentes 
concentraciones de la misma. 

Concentración de la 
glicerina en el medio 
de cultivo en % 
-

Número de cultivos 
positivos para el 

M. bovis 

,
% 

SIN GLICERINA 113 37,4 

0,75 
2 
5 

103 
82 
52 

34,1 
27,2 
17,2 

Del cuadro N° 6 se desprende que de los cuatro medios de 
cultivo estudiados comparativamente, el de Lowenstein-Jensen 
sin glicerina resultó más eficaz para el aislamiento primario de 
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M. bovis y que el aumento de la concentración de la glicerina en 
el mismo, disminuye paulatinamente la sensibilidad y especi
ficidad del medio para el bacilo tuberculoso bovino. 

Según Merchant y Packer (1970), el5 por 100 de glicerina, o 
más, inhibe el crecimiento de M. muris (M. microti) en lo que éste 
se parece al bacilo de la tuberculosis bovina. 

Dubos y Davis (1946), ~-;eñahm qU0 trazos ¡l", acicc:: 
grasos de la cadena larga que se encuentran a menudo en los 
medios de cultivo, pueden frenar y hasta inhibir el desarrollo de 
las micobacterias en general y de los bacilos tuberculosos en par
ticular. El efecto bacteriostático de estas sustancias puede ser 
anulado mediante anexo de ciertas cantidades de suero animal al 
medio de cultivo, o de fracciones de albúmina del suero. 

Por otra parte, los lípidos complejos de la cadena cuya lon
gitud se comprende de C-14 a C-18, estimulan notablemente el 
desarrollo de las micobacterias "in vitro". Dichas sustancias 
obran como elementos humidificantes que cubren los cuerpos 
bacilares e inhiben su apelotamiento en forma de gruesos sedi
mentos o velos flotantes y a la vez estimulan un crecimiento 
difuso y disperso en los medios de cultivo liquidos. El agente 
químico que Dubos propuso para la finalidad mencionadll es 
conocido bajo el nombre de Tween-80 que es un compuesto sin
tético, no jónico, formado por ésteres de ácidos grasos de (;<Hienas 
molecular larga y alcoholes polihídricos, es decir, un derivado 
polioxietilénico del monooleato de sorbitol. 

Según Dubos y Middlebrook (1947), el Tween-80 contiene 
unas pequeñas cantidades de ácidos grasos no esterificados en 
calidad de impurezas tóxicas para el metabolismo normal de las 
micobacterias cultivables. Esta acción tóxica puetie ;:\'.:.' neu
tralizada, como lo hemos mencionado anteriormente, ane_~ and.-:. 
pequeñas cantidades de suero sanguíneo animal o una fraccíón de 
serc:ralbúmina al terreno (V fracción de sero-albúmina bovina. por 
ejemplo). 

Para el aislamiento primr.rio "¡p las mlcobach:'l"ÍIls er i:,'8:'~rp: 
y de los bacilos tuberr.ulosos en particuh·,, , I"hboR (1(1:'" 
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comienda el empleo de medios de cultivo enriquecidos con ácido 
oléico y sero-albúmina, o con ésteres del ácido oleico albúmina. 

Tarshis y col. (1950, 1955), opinan que con buenos resul
tados puede emplear para el aislamiento primario de los bacilos 
tuberculosos, terrenos preparados a base de la sangre inactivada 
por el efecto de envejecimiento durante unos 8 a 12 meses, o 
más, y procedente de bancos de sangre, hospitales u otras ins
tituciones semejantes, donde fue descartada por vencimiento de 
plazo de su utilidad. De la misma manera puede ser utilizada la 
sangre de animales domésticos, procedente de mataderos yen
vejecida debidamente. 

Sin embargo, nuestras experiencias han demostrado que 
para el cultivo de bacilos tuberculosos bovinos es preferible 
utilizar la sangre de res, envejecida y elaborada del mismo modo 
que la sangre humana designada para el fin mencionado. 

Más detalles sobre los métodos de laboratorio de micobac
teriología veterinaria, para el aislamiento e identificación de 
bacilos tuberculosos bovinos, como también de otras micobac
terias, el lector puede encontrar en la monografia científica 
elaborada por el Centro Panamericano de Zoonosis (1973). 

Debemos mencionar que la introducción de nuevos métodos 
de decontaminación de la muestra mediante el empleo de diferen
tes sustancias químicas y antibióticos para atacar la flora aso
ciada, como también el uso de poderosos mucolíticos y horno
geneizantes, contribuyó mucho a la frecuente obtención de cul
tivos puros. Para los fines mencionados, Kubíea y col. (1963), 
recomiendan la aplicación de N-acetil-cisteÍna en combinación con 
la solución de hidróxido de sodio al4 por 100. 

Tacquet (1967), emplea para la homogeneización y decon
taminación de materiales para el aislamiento de micobacterias, 
soluciones de lauril sulfato de sodio e hidróxido de sodio, y el 
Centro Panamericano de Zoonosis (1972), destaca el valor del 
ácido oxálico al 5 por 100. No obstante, la Organización Pana
mericana de la Salud (1973), mantiene la opinión favorable en 
cuanto al uso de hidróxido de sodio al 4 por lOO, concentración 
que puede elevarse al 6 por 100 para tratamiento de materiales 
muy contaminados. 
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En cuanto al cultivo del M. paratuberculosis (M. johnei), 
Twort (1910), logró aislar por primera vez el bacilo mencionado 
en medios artificiales, añadiendo bacilos tuberculosos muertos 
(esterilizados en autoclave) al terreno de proliferación. Posterior
mente se vió que la tuberculina, como también los extractos de 
diversas micobacterias saprófitas, especialmente los preparados 
de M. phlei, contienen el ingrediente de crecimiento necesario 
para el desarrollo del bacilo de J ohne "in vitro". 

Francis y col. (1953), aislaron de M. phlei un extracto 
denominado Mycobactin, que anexado en ciertas cantidades a 
medios de cultivo aptos para el desarrollo de los bacilos tuber
culosos, proporcionaba condiciones favorables para el crecimiento 
primario del M. paratuberculosis en estos terrenos. Los autores 
mencionados pudieron aislar el Mycobactin como un complejo 
cristalino de aluminio y también en forma amorfa libre de metal 
cuya fórmula empírica, probablemente, es C47H7501ON5' 

García-Carrillo (1965), basado en sus experiencias de pri
meros aislamientos y cultivo de cepas colombianas de M. pa
ratuberculosis, llega a la conclusión "que la parte más importan
te para el éxito del aislamiento inicial es el tratamiento de diges
tión de la muestra con tripsina o con pancreatina". 

En Venezuela el M. paratuberculosis fue cultivado por 
primera vez por Ilukevich y col. (1970, 1971), a partir de la 
mucosa intestinal y heces fecales de bovinos afectados por la en
fermedad de Johne en el Estado Zulia. Se utilizó el medio de 
LOwenstein Jensen con glicerina al 2 por 100, incorporándole 
además la tuberculina mamífera bruta (Old Koch Tuberculin) en 
proporción de 0,75 c.c. por cada 100 c.c. del medio I:eferido. Los 
medios debidamente coagulados en tubos con rosca de baquelita 
fueron mantenidos (antes de sembrar) durante una semana en la 
estufa a los 37°C, con la tapa semiabierta, con el fin de obtener 
en los tubos un grado de humedad lo más bajo posible. La 
mucosa intestinal fue tratada con la solución de tripsina al 1 por 
100, según la técnica descrita por Merkal y Larsen (1962). Para la 
decontaminación de los inóculos se utilizó la solución de hi
dróxido de sodio al 4 por 100 (heces) y la misma al 2 por 100 
(mucosa). En ninguno de los casos se utilizó soluciones de Ze
phiran. 
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En la mayoría de los cultivos de las heces y de la mucosa 
intestinal correspondiente a las dos vacas estudiadas, aparecieron 
a las 4 a 7 semanas de incubación escasas colonias blanquecinas, 
deslustradas y bastante retardadas en su desarrollo disgónico. A 
las 12 semanas de incubación su diámetro raras veces era mayor 
de 4 milimetros; no obstante, al envejecer la colonia formaba una 
elevación central, se aumentaba un poco de tamaño, y se hacia de 
color amarillento. Los frotis teñidos por el método de Ziehl
Neelsen revelaron bacilos cortos y finos con el protoplasma 
heterogéneo. Los tamaños de los bacilos oscilaban entre 0,5 y 2,6 
micras de longitud, con un promedio de 1,4 micras, fluctuando su 
diámetro entre 0,4 y O,b micras. La clasificación biológica y ci
toquimica los identificó como M. paratuberculosis. 

En cuanto al aislamiento primario de las micobacterias no 
clasificadas, anónimas o atípicas, es decir, pertenecientes a los 
cuatro grupos de Runyon (1959), éstas se permiten cultivar en 
medios de cultivo aptos para el desarrollo de los bacilos tuber
culosos. 

Un problema no resuelto todavia constituye el aislamiento y 
cultivo "in vitro" del M. leprae. No obstante, Carpenter y 
Naylor (1959), al revisar la bibliografía de las décadas pasadas, 
señalan que numerosos bacteriólogos reportaron el haber cul
tivado "in vitro" una o varias bacterias a partir de pacientes 
leprosos. Entre los microorganismos descritos figuran bacterias 
difteroides, bacilos anaerobios esporulados y cepas de bacterias 
alcohol-ácidorresistentes. Los medios de cultivo más usados en 
dichas investigaciones fueron los terrenos aptos para el creci
miento de bacilos tuberculosos, sin embargo, en diferentes opor
tunidades se ensayó un gran nÚmero de medios de otra com
posición. 

Souza Araujo (1950, 1959), logró demostrar que algunas 
cepas de bacilos ácidorresistentes aislados en cultivo a partir de 
lesiones leprosas humanas, son capaces de producir en ratones, 
ratas y macacos (Rhesus), lesiones de estructura lepromatosa, en 
el sitio de inoculación. El test de Mitsuda realizado con una sus
pensión de dichos bacilos fue siempre positivo en pacientes le
promatosos (al contrario de 10 que sucede en la prueba de le
promina clásica) y por 10 tanto no se mostraba apto para la 
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clasificación de la enfermedad, pero desempeñaba cierta acción 
de inmunidad. 

Souza Araujo consideró que la inoculación repetida de los 
bacilos aislados por él, vivos o muertos por el calor, al principio 
causa fuertes reacciones locales y generalizadas, pero con el tiem
po se hace notorio el efecto inmunológico positivo y curativo con
tra la lepra. 

Soule y McKinley (1932), comunican sobre proliferación del 
supuesto M. leprae en un medio preparado a base de embriones 
de pollo e incubado en una atmósfera de oxigeno al 40 por 100 y 
de dióxido de carbono al 10 por 100. Los 42 especimenes ensa
yados proporcionaron en 25 oportunidades una limitada mul
tiplicación de bacilos acidorresistentes no-cromógenos. Los inten
tos de subcultivar dichos bacilos en los medios de Petragnani o 
de Lowenstein-Jensen resultaron en todos los casos infructuosos. 

Freire (1956),.dió a conocer de haber cultivado el M. leprae 
en un medio compuesto de agar liquido al 0,1 por 100 mezclado 
con el medio sintético de Kirchner y con suero o plasma proce
dente de pacientes leprosos. Freire menciona los 5 aislamientos 
de bacilos acidorresistentes verificados. 

Nosotros (Ilukevich y Convit, 1966, Ilukevich, 1969, e 
Ilukevich y col., 1969) hemos sembrado en el medio de Lé:)wens
tein-Jensen un gran nÚmero de muestras procedentes de 310 
pacientes con lesiones no abiertas, con el propósito de averiguar 
la frecuencia de cultivos positivos para micobacteriasen los dis
tintos grupos y tipos de la enfermedad. La incubación se efectuó 
a la temperatura de los 33°C durante 15 semanas consecutivas. 
En total hemos aislado 26 diferentes cepas de bacilos alcohol
ácido-resistentes, de los cuales las cepas catalogadas como no
fotocromógenas (pertenecientes al grupo III de Runyon) se 
revelaron como las de mayor poder patógeno, provocando 
nódulos baciliferos de evolución lenta y progresiva en las orejas 
de hamsters (Cricetus auratus) y lesiones testiculares en ratas 
blancas. Según la prueba de desamidación específica de Bonícke, 
dichas cepas, incluyendo la cepa Zulla I, fermentan la nicoti
namida y piracinamida solamente, es decir, se portan enzimá
ticamente como micobacterias afines a las aviarias, las que tam
bién pertenecen al grupo III de Runyon. 
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Las micobacterias afines a las aviarias, como se supone, son 
variedades del M. avium, tales como las cepas de Battey, M. suis 
y M. ulcerans, agentes infecciosos que producen diferentes enfer
medades en el hombre y animales pero que semejan en su ac
tividad enzimática mencionada y, además, pertenecen todas al 
grupo III de Runyon. 

En investigaciones más recientes, Bonícke (1970), utilizó 
para el cultivo de M. leprae, tubos de ensayo en fonna de dos 
cuernos, con separación de los extremos opuestos mediante una 
lámina perosa (filtro bacteriano) de cristal aglutinado. Ambas 
partes del tubo contenían el medio de cultivo liquido, una de las 
cuales servia para el desarrollo de la siembra, y la otra para la 
progresiva sustitución del medio durante el periodo de incuba
ción. A los 9 a 12 meses se observó una multiplicación limitada 
del M. leprae en un 15,8 por 100 de los cultivos realizados. La 
temperatura óptima para el crecimiento fue de 32°C a 33°C, es 
decir, la misma observada por Ilukevich (1969). 

Murohashi y Yoshida (1970), emplearon para los intentos de 
cultivar el M. leprae, un medio semisintético de agar blando al 
0,1 por 100, de diversa composición básica. Después de 20 se
manas a 1 año de incubación a la temperatura de los 37°C, en el 
medio mencionado se fonnaron micro-acúmulos de bacilos fuer
temente ácido-resistentes. Lepromina preparada a base de estos 
bacilos indujo en los enfennos de lepra la misma reacción que el 
antígeno de Dharmendra. 

Olitzki y col. (1965, 1967 a, 1967 b)t lograron mantener "in 
vitro" durante ocho repiques subsiguientes, el supuesto M. le
prae en un medio de Eagle enriquecido por el extracto de mi· 
cobacterias saprofitas (medio de Olitzki-Gershon). 

Hemos señalado anterionnente (Ilukevich y col. 1973) que 
hasta el momento no se han logrado crear condiciones experi
mentales favorables para que sean cumplidas las exigencias de 
Koch, relacionadas con la identificación del M. leprae. Por otra 
parte hemos sostenido la opinión que el polimorfismo del germen 
mencionado pennite sospechar que el M. leprae posee un com
plejo ciclo de desarrollo, escalafonado en diversas etapas, a una 
de las cuales podrían pertenecer las micobacterias cultivadas "in 
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vitro" a partir de lepromas o de los ganglios linfáticos afectados, 
como la cepa" Zulía 1" en particular. 

Refiriéndose a estos bacilos cultivables "in vitro", Binford 
(1962), y posteriormente Convit y col. (1964), suponían que una 
nueva variante del M. leprae ha sido producida por mutación. 

Delville (1974), y Pares (1974) sostienen la hipótesis de que 
existe un complejo ciclo de desarrollo de M. leprae. La regula
ridad de aislamiento de cepas de bacilos "difteroides" no áci
dorresistentes a partir de ciertas lesiones leprosas confirma, 
según los autores mencionados, las capacidades adaptivas del 
agente infeccioso de la lepra. 

No obstante, Pattyn (1974), considera que las cepas no 
acidorresistentes (las ..difteroides", por ejemplo) aisladas en los 
últimos diez años a partir de lepromas, no pueden ser identifi· 
cadas como M. leprae, ya que son taxonómicamente diferentes. 
El autor mencionado expresa que el progreso hada el cultivo de 
M. leprae puede ser hecho solamente como un resultado de 
aumento de conocimienntos acerca de las actividades metabólicas 
de estos organismos "in vivo" e "in vitro". 

y por último, debemos mencionar que Olitzki (1974), opina 
que las dificultades que se presentan en el cultivo de M. leprae 
pueden obedecer a la excesiva presencia de inhibidores en el 
medio, así como a la carencia de sustancias promotoras de la 
multiplicación. 

Ahora, en cuanto al cultivo artificial del M. lepraemurium, 
microorganismo que produce la lepra de las ratas (enfermedad de 
Stefansky), éste tampoco se desarrolla en los medios de cultivo 
designados para la multiplicación de otras micobacterias. 

En los últimos años, Nakamura (1973 a, 1973 b, 1975) des
cribe haber observado una multiplicación del M. lepraemurium en 
un medio líquido libre de células, el cual está enriquecido con el 
medio Kirchner más suero de cabra, ácido alfa-ketoglutárico, 
citocromo-C, hemÍn y l-cisteína. El crecimiento óptimo se obtuvo 
con el medio basal a pH 7,3 Y después de las ocho semanas de in
cubación a los 30°C, utilizando un pequeño nÚmero de bacilos en 
la inoculación. 
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A continuación presentamos el cuadro N° 7 en el cual hemos 
reunido algunos datos sobre las condiciones de desarrollo y 
características de cultivo de diversas micobacterias en el medio 
de Lowenstein-J ensen original y enriquecido con sustancias como 
glicerina, piruvato sódico, Tween-80, Mycobactin y tuberculina. 

CUADRO N° 7: 

Factores que determinan el desarrollo de diferentes micobacterias 
en el medio de LOWENSTEIN-JENSEN. 

Mycobacterium Sustancia pH Temp. Características del cultivo 

óptimo óptima 

M. tuberculosis Requiere Desarrollo EUGONICO: de 2 a 

(M. homínis) glicerina 4 semanas de incubación apa

Zopf, 1883 0,75% a 7,6 370C recen colonias de aspecto seco, 
8,0% rugoso, de color gris amarillento, 

de consistencia frágil, con bordes 
planos y con elevación central en 
forma de escama o coliflor. Las 
colonias pueden alcanzar un 
tamaño prominente. No se 
horríogeneizan en la prueba de 
Delgado Blanco e Ilukevich 
(1957). En casos excepcionales 
aparecen colonias de aspecto liso 
y de tamaño reducido. 

M. bovis No requie 6,3 37°C Desarrollo DISGONICO; des

Bergey, 1934 re glice pués de 4 a 9 semanas de in
rina; exis cubación aparecen colonias finas, 

ten cepas lisas, lúcidas, sin pigmento y de 
glicerino aspecto húmedo. Su desarrollo es 

fobas. lento y su diámetro pocas veces es 
Requiere mayor de unos mU:metros. Las 
piruvato colonias son bien adheridas al 
sódico: medio de cultivo y se homoge

4 mg./rnl. neizan fácilmente en la prueba de 
Delgado Blanco e Ilukevich 
(1957). 
En casos excepcionales aparecen 
colonias de aspecto seco, rugoso y 
de tamaño engrandecido. 



86 

Cont. Cuadro N° 7 

Mycobacteríum Sustancia pH 
óptimo 

Temp. 
óptima 

Características del cultivo 

M, avium 
Chester, 1901 

Requiere 
glicerina 
0,75% a 

8,0% 
Crece me

jor con 
Tween-80 

0,1 % 

7,2 Desarrollo 
lerado: de 

ace
a 3 semanas de in

cubación aparecen colonias con
vexas, de aspecto lúcido, lisas, 
cremosas y de consistencia vis
cosa. 
G:uando son abundantes, pueden 
formar una capa superficial blan
da, húmeda y de color amarillen
to que con el tiempo se hace 
amarillo, rosado e incluso rojo 
tinto, si se incuban en presencia 
de la luz: 

1\-1. muris 
(M. microti) 
Smíth, 1948 

No requie
re gliceri

na, es glice
rinofobo. 

7,2 37°C Desarrollo DISGONICO: de 5 a 
8 semanas de incubación apa
recen colonias finas de dos tipos: 
unas son redondas, lisas y con 
centro crateriforme; las otras son 
finamente granuladas y con bor
des estriados. Todas son de color 
blanco aperlado_ 

Cepas foto
cromógenas 

Runyon, 1959 

Requieren 
glicerina 
0,75% a 

8% 

7,2 37°C De 2 a 4 semanas de incubación 
en obscuridad se desarrollan 
colonias sin pigmento. Al ex
poner estas colonias (jóvenes) a la 
luz del día y al volver de incu
barlas, muy pronto aparece una 
pigmentación cromógena 
(amarilla). 

Cepas esco
tocromógenas 
Runyon, 1959 

Crecen con 
glicerina 
y sin gli

cerina 

7,2 Las colonias aparecen de 2 a 4 
semanas de incubación y mues
tran una pigmentación amarilla, 
anaranjada o rojiza en obscuri
dad, es decir, sin necesidad de 
exponerlas a la luz. 
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Cont. Cuadro N° 7 

M ycobacterium Smtancia pH Temp. Características del cultivo 
óptimo óptima 

----_.-._-------
Cepas flO/O' Requieren 7,2 De 2 a 5 semanas de incubación 
1(¡i"rU/IIÓ![Cf/a.\ glicerina aparecen colonias lisas o rugosas 
Runyon, 1959 0,75% a (según la cepa) que al principio de 

8% su desarrollo no son pigmentadas. 
Crecen me· A' envejecer, muchas cepas em· 

pie/.an a producir pigmento 
r \l.,·~)C~~ "~~ ~ amarillento 

(}.l ?{, 

Algunas 7,0 Las wlania" aparecen dc;;pués de 
(e~Ja\ :-,un POu» uras de incubación, son ci" 
glicerino· aspecto liso o rugoso, y general

!~iJnyuo. 19)9 íilas,otras mente cromógenas. 
cr¡,cen con 

glicerina 
y sin ésta. 

M. paraluber Heqllwrr 6,7 37°C Desarrollo DISGONICO. muy 
C/ilr¡¡¡s extracto lento: de 5 a 12 semanas de in· 
(bacilo de de mico· cubación aparecen colonias blan· 
Johne) bacterias quecinas, deslustradas y planas 
Bl'rgey, 1923 (Micobactin) que se desarrollan muy lentamen' 

o Tubercu· te. Al envejecer dichas colonias 
Una, 0,75% forman una elevación central y se 

Requiere aumentan un poco de tamaño; 
glicerina 11IPgo se hacen blanco amarillen· 
0,7'\% a ras. La elevación central se queda 

2% de col(1r blanquecino opaca. 

A1 lnarJImm Requiere 7,2 31°C De 3 a ') semanas de incubación 
1M f;alnei) se desarroll~n colonias lisas oglicerina 

Aron.\oo, 192(,' 2 apfCJxí· fin?rnente granulares. con borde 
p,.dampnte. ¡rregula! y de rol... amarillento. 

Cultivps ¡orman un 
menté' ''ll~m!lo has!? ".T1~r~ni"rJn 
espec ¡,,];pf'ntl? si se incuhan I?I1 

rres.:;¡ci:¡ de la IUl. 

1 u')li.) 

li¡ 
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Figura 21 

Colonia de Mycobacterium paratuberculosis sobre el medio de Wwenstem
Jensen con tuberculina, a las 24 semanas de incubación, de color gris amarillento, 
con bordes planos y elevación central característica. Cepa aislada por llukevich y 
col. (1970) a partir de la mucosa intestinal de una vaca de El Laral, Estado Zulia. 



89 

Figura 22 

Subcultívo de Mycobacterium balnei (Mycobacterium marinum) en el medio 
de Lowenstein-Jensen a las 3 semanas de incubación. Colonias de aspecto liso, de 
mIar amarillento claro y con bordes irregulares. 
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Figura 23 




91 

CARACTERISTICAS SEROLOGICAS 
DE LAS MICOBACTERIAS. 

Polla k (1972), señala que la diferenciación entre el Mycobac
terium tuberculosis y Mycobacterium bovis es casi imposible, 
mientras que el Mycobacterium avium posee un complejo an
tigénico diferente que permite su identificación mediante técnicas 
serológicas correspondientes. 

Yugi y Nozake (1972), estudiaron la posibilidad del empleo 
de las pruebas de hemaglutinación pasiva (inclusive su modi
ficación hemolítica). fijación del complemento y aglutinación
caolín, en el diagnóstico de la tuberculosis bovina. Según los 
autores mencionados el método de aglutinación-caolín resultó 
más seguro que los otros métodos ensayados para la detección de 
bovinos tuberculosos. La aglutinación no específica se mostró 
relacionada con la presencia de la fracción 198 del suero pro
blema, la que pudo ser eliminada por absorción espesa de caolín 
(lmg./ml.) antes de efectuarse la prueba. Muy significante fue la 
observación de que la tuberculinización de los bovinos infectados 
natural y artificialmente aumentaba la cantidad de los anticuer
pos específicos presentes en el suero de estos animales antes de la 
tuberculinización. 

Schaefer (19651, dio a conocer que las micobacterias atípicas, 
es decir, pertenecientes a los cuatro grupos de Runyon, se pero 
miten identificar y clasificar por el método de aglutinación, 
señalando a la vez que, los antisueros especificos pueden ser 
preparados a partir de la sangre de conejos hiperinmunizados. La 
cantidad de los anticuerpos circulantes en la sangre de los ani· 
males mencionados, en general, alcanza niveles adecuados para la 
obtención de sueros sensibles específicamente. 

El antígeno que se usa en dicha prueba es una suspensión 
estable de micobacterias desconocidas (muertes por fenoll en una 
solución salina isotónica tamponada a pH 7,0. 

Según las recomendaciones del Centro Panamericano de 
Zoonosis {l973\, el procedimiento de la prueba de aglutinación 
micohaderiana es la siguiente: 
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a) 	 Transfiera 0,5 mI. del antisuero apropiado a un tubo de 
vidrio. 

b) 	 Añada 0,5 mI. de la suspensión de micobacterias al antisuero 
mencionado, y mezcle rotándolo suavemente. 

c) 	 Incube la mezcla a 37°C por 3 horas. 

d) Observe la mezcla para hallar evidencia de la aglutinación de 
células y el aclaramiento del fluido en suspensión. Anote las 
observaciones usando el sistema numérico siguiente: 

xxxx == 	 Grandes acúmulos de células aglutinadas, el líquido so
brenadante aparece transparente. 

xxx == ,Amontonamientos de tamaño medio de células agluti
nadas, el fluido ligeramente opaco en suspensión. 

xx:= Pequeños amontonamientos de células aglutinadas, el 
fluido ligeramente opaco en suspensión. 

x == 	 Muy pequeños amontonamientos de células aglutinadas, 
el fluido opaco en suspensión. 

o == No hay células aglutinadas. El fluido en suspensión es 
opaco. 

e) 	 Continúe la incubación por 15 horas más. 

f) 	 Observe y haga anotaciones corno se indica anteriormente en 
d. 

El Centro Panamericano de Zoonosis indica los siguientes se
rotipos micobacterianos: 
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CUADRO N° 8: 

Serotipos de las micobacterias (tomado de Centro Panamericano 
de Zoonosis, Serie de Monografías Científicas y Técnicas, N° 6, 
Buenos Aires, 1973, pág. 18) 

Especies 

M. bovis. 

Serotipos 

No puede usarse la prueba de aglutinac. 

M. tuberculosis 

M. avium 

Grupo I de Runyon 

Grupo 11 de Runyon 

No puede usarse la prueba de aglutinac. 

Aviar 1; Aviar 2; Aviar 3. 

M. kansasii¡ M. balnei¡ M. marinum. 

M. scrofulaceum; Cepa Gause; Cepa Lun
ning. 

Grupo 111 de Runyon lIla IV VI 
IlIb V VII 
Davis Yandle Darden 
Watson Altman Arnold 
Boone HoweU Chance 
Wilson Dent 

Grupo IV de Runyon M. fortuitum 1; M. fortuitum 11 

En cuanto a la serologia del M. leprae, todavía faltan datos 
concluyentes para su identificación y clasificación en la prueba 
mencionada. 

Storrs y col. (1974), señalan que un 40 por 100 de armadillos 
(Dasypus novemcinctus y Dasypus sabinicola) capturados de la 
selva e inoculados por diferentes vías con suspensiones de My
cobacterium leprae de procedencia humana, desarrollaron lepra 
diseminada, la cual fue confirmada por examen histopatológico 
después de la necropsia. Los sobresalientes rasgos de la enfer
medad incluyeron la presentación de enorme número de bacilos 
en el tejido lesionado del animal inoculado. Los autores men
cionados calculan que de los armadillos muertos se obtuvieron 
988 gramos de tejidos muy bacilÍferos. Estos tejidos probable
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mente contienen de 15 a 20 g. de Mycobacterium leprae. La 
reserva de bacilos ahora está disponible para la investigadón in
munológica y quimicoterapéutica. 

Sin embargo, debemos mencionar que en la bibliografía a 
nuestro alcance, casi no existen trabajos experimentales sobre el 
cultivo "in vitro" de los bacilos mencionados (procedentes del 
tejido de armadillo), tampoco hemos logrado leer algo sobre su 
patogenicidad y virulencia para la rata, ratón, y hamster, datos 
que podrían dilucidar mejor el caracter específico de estos mi
croorganismos. 

y por último debemos mencionar que hemos examinado 
(Ilukevich, 1970, 1971a, 1971b) sueros sanguíneos de un total, de 
21 enfermos de lepra, atendiendo su capacidad de aglutinación 
mediante el método de aglutinación rápida, con tres cepas de 
micobacterias (Antígenos 1, 11 Y 111), cultivados a partir de 
lepromas humanas en Lowenstein-J enseno Como comparación 
fueron examinados al mismo tiempo y con el mismo procedimien
to otros 21 sueros sanguíneos de personas no leprosas (10 enfer
mos con tuberculosis pulmonar y 11 enfermos de la piel), además 
fueron aplicados otros tres antígenos (a, b y cl; una cepa de M. 
avium y dos cepas cromógenas (Runyon 11 y IU) aisladas a par
tir del esputo de enfermos de tuberculosis pulmonar. 

Las reacciones de aglutinación mostraban que las micobac
terias cultivadas a partir de tejido leproso provocaban agluti
nación claramente positiva en 17 de 23 casos (en un caso reac
cionaban las tres cepas, en 8 casos- 2, y en otros 8 casos, sólo 
reaccionaba uno de los antígenos). 

Los restantes antígenos empleados como grupo control (M. 
avium, Runyon 11 y Runyon 111) resultaban prácticamente inac
tivos. 

En el grupo de enfermos no hansenianos podíamos observar 
reacciones de seroaglutinación positivas solo en 4 de un total de 
21 casos examinados y solo con el antígeno 11 L 

Podria suponerse que las cepas por 'nosotros estudiadas (1, 
11 Y III) presentan distintos tipos serológicos, solos o combi
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nados, pero que se encuentran relacionados biológicamente en los 
enfermos leprosos. 

SUMARIO. 

Se hace una revisión de las más importantes características 
bacteriológicas, bioquímicas y funcionales de diferentes especies 
micobacterianas, con especial énfasis a su identificación "in 
vitro" . 

Se analizan diferentes señas taxonómicas y se expone una 
propia clasificación de las micobacterias basada en los efectos 
patógenos que éstas producen en el hombre y animales. 

Se describen diferentes métodos y técnicas de la coloración 
de las mico bacterias, ilustrándolas con microfotos originales, en 
color, hechas a partir de preparaciones teñidas según E hrlich , 
Ziehl-Neelsen, Quandt, Aubert, S teffen , Fite-Faraco y Gram. 
El autor señala que el método de la coloración acidorresistente 
fue ideado por Ehrlich ya en el año de 1882 y por lo tanto todas 
las modificaciones propuestas por otros autores en fechas pos
teriores, incluyendo la versión de Ziehl y Neelsen, podrían llevar 
el nombre de Ehrlich, porque en lo esencial no defieren del 
procedimiento inicial. 

En cuanto a las experiencias propias, se hace saber que la 
aplicación combinada de los colorantes de Ziehl y Giemsa propor
ciona una excelente visualización de los bacilos acidorresistentes 
y de sus gránulos citoplasmáticos, ofreciendo a la vez una exacta 
diferenciación citológica del fondo de la preparación estudiada. 

En el capítulo sobre la estructura microscópica, ultramicros
cópica y funcional de las micobacterias, se da por cierto que la 
primera noticia sobre la existencia de corpúsculos microscópi
camente apreciables en el citoplasma de los bacilos tuberculosos 
procede del mismo Koch (1882), quien los consideraba como es
poros, y que las observaciones de Much (1907), Fontes (1910) y 
Lembke (1947), principalmente, lograron poner en duda dicha ex
plicación de la apariencia perlada de las mico bacterias. 
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Se describe las particularidades morfológicas de diferentes 
organelos de las micobacterias seccionadas con la cuchilla de 
FERNANDEZ MORAN para evidenciar su ultraestructura es
pecífica. Se llega a la conclusión, a base de las imágenes elec
trónicas aportadas, que las micobacterias aisladas a partir de 
lesiones lepromatosas humanas, se caracterizan de la misma 
manera como los bacilos de Koch, por la presencia de una' sustan
cia densa que se vacuoliza fácilmente con el bombl;lrdeo elec
trónico. 

Se supone que el acto de conjugación de las micobacterias, 
admitido últimamente por varios investigadores (Koelbel, 1970), 
proporciona una sólida base para el antiguo concepto' de "po
laridad sexual" bacteriana emitido por Rayes (1952) y sostenido 
por Xalabarder y Barnils (1962 l. 

En el capítulo destinado a las particularidades bioquímicas 
de las micobacterias se discute sobre la síntesis de las vitaminas 
(complejos B y K), corno también de las enzimas y coenzimas, en 
fin, de diferentes sustancias activas biológicamente que juegan 
un importante papel en la identificación y clasificación de los 
microorganismos correspondientes. Se aportan datos obtenidos 
en propias investigaciones como también tornadas de otros 
autores sobre el desdoblamiento de diferentes amidas por las 
amidasas micobacterianas, sobre la producción de amoníaco y 
sobre la acción casi patognomónica de los bacteriostáticos tipo
específicos. 

A continuación se describen los fenómenos de acordona
miento y fijación de rojo neutro corno métodos de demostración 
"in vitro" de la virulencia y patogenicidad de las mico bacterias. 

En cuanto a las particularidades del cultivo artificial de las 
mico bacterias, el autor señala que el patólogo alemán Paul von 
Baumgarten fue el primero que participó de haber logrado el cul
tivo de los bacilos tuberculosos en la cámara anterior del ojo de 
conejo vivo, inoculado por vía oftálmica. Esta noticia apareció en 
prensa el 3 de Abril de 1882, es decir, con 7 días de anticipación 
al célebre trabajo de Robert Koch, en el cual el último dio a 
conocer de haber obtenido el cultivo puro de los bacilos men
cionados en medios inanimados. 
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Luego se discuten sobre los medios de cultivo ideados pos
teriormente por diferentes autores para el aislamiento primario 
de las micobacterias y se resalta el indiscutible valor de los in

'gredientes propuestos por Dorset (1902), del huevo coagulado, 
especialmente. 

En cuanto, al cultivo del Mycobacterium bovis, se indica que 
el piruvato de sodio favorece su desarrollo y que la glicerina lo 
inhibe notablemente. 

Se presenta una breve exposición de las técnicas específicas 
del cultivo de Mycobacterium paratuberculosis y señala que el 
primer aislamiento y cultivo de dicho bacilo en Venezuela fue 
realizado por Ilukevich y colaboradores (1970) a partir de la 
mucosa intestinal y heces fecales de bovinos afectados por la en
fermedad de Johne en el Estado Zulia. 

Se hace una mención sobre los alcances en el campo de los 
estudios sobre el cultivo de Mycobacterium leprae y Mycobac
terium lepraemurium y, por ende, se describen varios trabajos 
relacionados con el problema en cuestión, cuyos autores creen 
haber obtenido resultados prometedores. 

Finalmente se analiza algunas características serológicas de 
las mico bacterias y se expone la nómina de diferentes serotipos, 
incluyendo la de las micobacterias cultivadas a partir de pacien
tes leprosos, en Maracaibo. 

SUMMARY. 

SOME CHARACTERISTICS OF PATHOGENIC MYCOBAC
TERIA FOR MAN AND ANIMALS. 

This paper is a review of the most important bacteriological, 
biochemical and physiological characteristics of Mycobacteria 
species, making special emphasis on its "in vitro" identification. 

Several Mycobacteria taxonomicaI traits are anaIyzed, and a 
classification of the Mycobacteria, based on their effects on man 
and animals is presented. Different methods and techniques for 
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staining Mycobacteria are described. This description is mus
trated with color microphotographies made from smears stained 
according to the techniques of Ehrlich, Ziehl-Neelsen, Quandt, 
Aubert, Steffen, Fite and Gram. 

The author points out that the acid-fast staining procedure 
was created by Ehrlich in the year of 1882 and therefore, aH 
modifications proposed by other researehers in more recent date, 
íncluding the Zíehl-Neelsen version, might be named aceordíng to 
Ehrlich, because they do not differ from the technique proposed 
by the latter. 

Regarding to hís own experíences, the author índicates that 
the combined application of the Ziehl and Giemsa dyes, provide 
an exceHent visualizatíon of the acíd-fast rods and their citoplas
míe granules. It provides an outstanding citological differen
tiation of the background of the stained smear. 

In the chapter on microscopic, ultramicroscopic, and phy
siological structure of the Mycobactería it is accepted that the 
first notíce on the presence of microscopic bodies in the citoplasm 
of the tubercle bacilli was given by Koch (1882) who thought of 
them as spores. After that, research conducted by Much (1907), 
Fontes (1910) and Lembke (1947) explained the appearance of 
the Mycobacteria. 

Morphologícal characteristics of several inclusion bodies, cut 
by using the Fernandez Moran diamond knife to demonstrate 
their specific structure, are presented. 

The author concIudes, from the eleetronic images, that the 
Mycobacteria isolated from human lepromatous lesions, contain 
a dense substance, as the tubercle bacillus, which is easily vi
sualized using electronÍC bombing. 

It is stated in this paper, that the conjugation of Mycobac
teria, which has been accepted nowadays by several investiga
tors, is a solid for the ancient concept of "sexual polarity" 
created by Rayes (1952) and held by Xalabarder and Barnils 
(l962). 
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In the chapter on biochemical characteristics of the My
cobacteria, the synthesis of the biological substances that play 
an important roIl in the classification and identification of the 
species, is analyzed. Synthesis of Complex B and K vitamins, en
zymes and coenzymes is specially discussed. Data from the 
current literature and from the author's own investigation about 
the brakdown of different amides by the action of Mycobacterial 
enzymes, the arnmonium production. and the almost pathog
nomonic action of the type-specific bacteriostatics, is inc1uded. 

Properties of "cord formation" and neutral ied fixation are 
discussed as tests "in vitro" for demostrating the virulence and 
pathogenicity of the Mycobacteria. 

Regarding the characteristics of the tissue culture of My
cobacteria it is pointed out that Paul Baumgarten (1882;. a ger
man pathologist, was the first investigator who suceeded in cul
turing the tubercle bacillus in the rabbit eye chamber. Moreover, 
a discussion about different culture media for the primary iso
lation of the Mycobacteria, and the excellent value of the in
gredients proposed by Dorset (1902 l. is presented. In relation to 
the culture of Mycobacterium bovis, it is indicated that the 
sodium pyruvate is a growth enhancing factor while glycerine is 
an inhibiting factor. 

A, brief description of the spedific technique for the culture 
of Mycobacterium paratuberculosis, as weIl as the notice that the 
first culture and isolation of M. paratuherculosis in Venezuela 
was accomplished by Ilukevich et aL (1970), is included. The 
author indicates that they used intestinal mucous and fecal 
material from diseased bovine in the State of Zulia as their sour
ce for isolating M. paratuberculosis. 

The scope of the research on the culture of Mycohacterium 
leprae and Mycobacterium lepraemunum is also discussed. The 
author describes several papers related to the subject. 

Finally, a review of sorne serological characteristics of the 
Mycobacteria is presented. A list of different serotypes, incluo 

ding the Mycobacteria cultured in the city of Ma1'8Caibo, trom 
leprous patients is annexed. 
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