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Resumen. Se estudiaron con el microscopio electrénico muestras de
leslones necrotizantes en ocho casos de enfermos con SIDA autopsiados y
seleccionados entre 35 casos con infeccién por Mycobacterium spp, los cua-
les forman parte de 230 casos de autopsias en paclentes con SIDA realiza-
das entre 1984 y 1995 en el Instituto Anatomopatologico de la Universidad
Central de Venezuela. Se sefialan diversos aspectos sobre la ultraestructu-
ra de las micobacterias y sobre las alteraciones que provocan en los tejidos
ante el déficit inmunolégico que tienen dichos enfermos.

Ultraestructural aspects of the lesions induced by Mycobacterium
spp in AIDS.
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Abstract. Samples from necrotizing lesions in eight autopsy cases of
AlIDS were examined with transmission electron microscopy. They were se-
lected among 35 autopsies of Mycobacterium spp infection and AIDS, and
were part of a series of 230 autopsy cases of AIDS performed from 1984 to
1995 in the Anatomopathologic Institute at Central University of Venezuela.
Ultrastructural aspects of micobacteriae, their relationship with macro-
phages and tissue alterations are discussed and related to the immune
defcit observed in AIDS patients,
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INTRODUCCION

Entre los gérmenes oportunis-
tas que afectan a los pacientes con el
Sindrome de Inmunodeficiencla Ad-
quirida {SIDA]} y cuya patologia pue-
de ser proteiforme por las extensas
necrosis que provoca, estan las mi-
cobacterias {1, 2, 3, 4, 5, 6]. A pesar
de que las infecciones por micobacte-
rias en los pacientes con SIDA se
han relacionado principalmente con
el llamado complejo de Mycobacte-
rium avium intracellulare (MAC) (4),
desde hace muchos afios se ha sefia-
lado un incremento de la tuberculo-
sis en el SIDA (7, 8, 9), no obstante,
nosotros preferimos hablar de infec-
ciones con Mycobacterium spp. ya
que en nuestro material de autop-
slas, no podemos precisar, con las
coloraciones para bacilos acido-alco-
hol resistentes ni con el microscopio
electronico de transmisiéon (MET), si
estas micobacterias son de las espe-
cies tuberculosts, avium-intracellula-
re, kansasii, u otras (1, 2, 3).

En los pacientes infectados con
el virus de la inmunodefciencia hu-
mana (VIH), la disfuncién y deple-
cién de las células T CD4 induce la
reactivacién de focos granulomato-
sos que albergan micobacterias y
como consecuencia, detectamos la
presencia de Mycobacterium spp en
un alto porcentaje de nuestros en-
fermos de SIDA (1, 2, 3). Este traba-
jo analiza algunos aspectos ulfraes-
tructurales de las alteraciones pro-
vocadas por Mycobacterium spp revi-
sadas a través del estudio de la his-
topatologia en mas de 35 casos de
infecciones con micobacterias y de

las observaciones hechas con el mi-
croscopio electronico de transmisién
{(MET) en ocho casos de paclentes
autopsiados por SIDA, en quienes
las leslones necrotizantes sistémicas
inducidas por las micobacterias pro-
vocaron la muerte,

MATERIAL Y METODOS

El estudio histopatoldgico de
los 35 casos de SIDA e infeccion por
micobacterias fue realizado en mate-
rial de autopsias con evidenclas de
Mycobacterium spp entre los 230 ca-
sos de muertes por SIDA autopsia-
dos y examinados en el Instituto
Anatomopatolégico, de la Facultad
de Medicina, Universidad Central de
Venezuela (IAP-UCV) desde el afio 1
884 hasta 1995. El tiempo post-mor-
tern varié de 3 a 35 horas. El mate-
rial que se fij6 en formol al 10%, en
muchos casos esta formalina estaba
tamponada con buffer fosfato o ca-
codilato a pH 7,2. Los tejidos se des-
hidrataron en alcoholes a concen-
traciones crecientes y se incluyeron
en parafina. Los cortes, de dos a
cuatro micras de espesor. se tifieron
con hematoxilina-eosina y posterior-
mente con Zhiel-Neelsen para de-
mostrar la presencia de las bacte-
rias acido-alcohol resistentes.

Para el estudio ultraestructural
utilizamos el material proveniente
de ocho autopsias seleccionadas en-
tre los 35 casos de infecciones con
Mycobacterium spp. Estas muestras,
en dos casos se fijaron directamente
en glutaraldehido al 2,5% apH 7.2y
a 4°C, otras tomadas al momento de
la autopsia fueron fljadas en formol
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tamponado al 7,5% en fosfato o ca-
codilato de sodio. Los casos seleccio-
nados tenian las micobacterias
como principal germen oportunista;
ellos fueron diagnosticados por la
positividad para los bacilos acido-al-
cohol resistentes evidenciada con la
coloracién de Zhiel-Neelsen.

El material fue procesado para
su estudio ultraestructural por mé-
todos de rutina. Todas las muestras
fueron postfijadas en tetraéxido de
osmio al 2%, lavadas en solucién
amortiguadora y deshidratadas en
alcoholes a concentraciones crecien-
tes hasta oxido de propileno. Mez-
clas de oxido de propileno y resinas
epoxy fueron procesadas hasta la
inclusién en resina pura para su ul-
terior polimerizacién en estufa a
60°C, durante 48 horas. Se hicieron
cortes de una micra de espesor con
cuchillas de vidrio o de diamante
para examinarlos en el microscopio
de luz previa tincién con azul de To-
luidina. Las A&reas seleccionadas
fueron senaladas y llevadas como
pirdmides al ultramicrotomo para
lograr secciones ultrafinas con cu-
chillas de vidrio o de diamante. Los
cortes se contrastaron sobre rejillas
de cobre de 300 mesh sin pelicula
de soporte con acetato de uranilo y
citrato de plomo y se examinaron en
un microscopio electréonico de trans-
misién Hitachi- 500 a 80 Kv y con
aumentos directos entre 2.500 y
25.000 x.

RESULTADOS

El estudio histologico de los 30
casos de infecciones por Mycobacte-

rium ssp, demostrd lesiones necroti-
zantes caracterizadas por nédulos
con necrosis central con numerosos
leucocitos polimorfonucleares y ma-
crofagos; algunas de estas lesiones
eran confluentes con extensas ne-
crosis. en ocasiones las paredes vas-
culares estaban comprometidas. Las
lesiones hepatica, en el bazo y los
ganglios linfaticos variaron desde
nédulos focales a extensas areas de
necrosis. Con la coloracion de
Ziehl-Neelsen se evidenciaron baci-
los acido-alcohol resistentes en las
areas de necrosis; en ocasiones las
bacterias se veian dentro de macré6-
fagos y podian ser muy abundantes.

El estudio ultraestructural de
las areas de necrosis e inflamacion
inducidas por las micobacterias en
los ocho casos seleccionados entre
los 30 pacientes autopsiados por
SIDA con evidencias histopatologi-
cas de infeccién por Mycobactertum
spp demostrd siempre la presencia
de las micobacterias. Las caracteris-
ticas arquitecturales de las micobac-
terias, fueron las de bacilos de pare-
des rigidas; en los cortes examina-
das se vieron usualmente cortados
transversalmente y en algunos cor-
tes longitudinales llegaron a medir
aproximadamente entre 3 y 4 mi-
cras de largo por 0,4 micras de dia-
metro (Fig. 1). Las bacterias estaban
rodeadas por una membrana plas-
matica con su hoja interna de ma-
yor densidad electronica (Fig. 2). Se
vieron siempre numerosos macrofa-
gos fagocitando detritus celulares,
con ovillos de membranas en sus fa-
golisosomas donde frecuentemente
era dificll discriminar entre la es-
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Fig. 1. Célula macrofagica rodeada de fibrina y con vacuolas lipidicas (L}, la cual
muestra su nicleo (N} y en el citoplasma una micobacteria de aspecto baci-
lar {flechas) rodeada por una membrana rigida y con vacuolas de grasa (es-

trella) en su interior.

tructura de las bacterias fagocitadas
y membranas o detritus celulares
(Fig. 3}). En algunos casos se vieron
cantidades variables de lipidos en
forma de vacuolas citoplasmaticas
en los macrofagos o algunas veces
dentro de las bacterias (Fig. 1). Con
frecuencia las micrograflas electro-
nicas mostraron artefactos de pre-
paracién por la separacién entre la
pared celular de la bacteria electréon

Iacida y homogenea. del material del
detritus celulares que la rodean en
el citoplasma de las células macro-
fagicas. o de la membrana de los fa-
golisosomas (Fig. 3). En todos los
casos, a pesar de este artificio de la
preparacion, se pudo observar la re-
lacién existente entre los fagosomas,
los fagolisosomas de las células ma-
crofagicas y gran nimero de mico-
bacterias. Algunas de las evidencias
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Fig. 2. Detalle de un macréfago que se encuentra en un area de necrosis rodeado
por micobacterias y en cuyo citoplasma se ven numerosas vesiculas y va-
cuolas, algunas con apariencia de figuras mielinicas (flecha), otras de mayor
densidad electronica o de aspecto multivesicular. En la parte superior del
nucleo {N} se detectan algunas mitocondrias.

%

Fig. 3. Fagolisosomas de un macréfago con numerosas micobacterias (flechas}, en
algunas su membrana es regular con mayor densidad en su hoja interna,
en otras (flecha mas grande} se ven agujeros en la resina (asterisco) provo-
cados por la pobre penetracion de la misma en la pared bacteriana.
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ultraestructurales descritas en este
trabajo estan sefialadas en las mi-
crofotografias de los resultados. La
correlacién entre la apariencia ul-
traestructural de estas lesiones ne-
crotizantes y la histopatologia de di-
versos Organos con necrosis en los
pulmones, bazo, ganglios linfaticos,
higado y rifiones fue examinada y en

las areas donde se encontraban las

micobacterias con macréfagos y leu-
cocitos polimorfonucleares, el aspec-
to ultraestructural fue similar en to-
dos los tejidos examinados.

DISCUSION

Los aspectos ultraestructurales
de las alteraciones inducidas en di-
versos tejidos por las micobacterias
han sido poco estudiados. En este
trabajo, los casos examinados con el
microscoplo electrénico de transmi-
sién fueron seleccionados de 30 au-
topsias con diagnéstico de SIDA e
infecciobn por Muycobacterium spp,
entre un total de 230 autopsias en
enfermos con SIDA. En los casos se-
fnalados. el principal germen oportu-
nista hallado histolégicamente con
coloraciones para bacilos acido-alco-
hol-resistentes fue Muycobacterium
spp.

El conocimiento de la relacion
entre las bacterias y los macréfagos,
asi como de la ultraestructura de la
pared celular de las micobacterias
sirve para entender mejor la patoge-
nia de las infecciones provocadas
por estos microorganismos asi como
también el modo de accién de las
drogas sobre ellas {10}, Los macréfa-
gos incorporan por fagocitosis a las

bacterias patogenas y de acuerdo a
las habilidades digestivas de las cé-
lulas del sistema mono-citico-ma-
crofagico, los agentes infecclosos va-
riaran su permanencia intracelular,
determinando muchas veces el cur-
so de las enfermedades granuloma-
tosas: en la Lehismaniasis, en la Pa-
racoccidioidomicosis o en enferme-
dades causadas por micobacterias
como la lepra y la tuberculosis, se
produce habitualmente una res-
puesta de la inmunidad humoral fa-
vorable, y la respuesta celular esta
caracterizada por la formacién de
granulomas. En los enfermos de
SIDA la quimiotaxis, adherencia. ac-
tividades citoliticas y la capacidad
fagocitica de las células del sistema
monocitico macrofagico se encuen-
tran disminuidas o pueden existir
inmunocomplejos circulantes que
modulen la respuesta inmune, por
lo que usualmente los macréfagos
tienen dificultades para digerir los
microorganismos.

La naturaleza impermeable de
las paredes de las micobacterias a
varios antibi6ticos, y la habilidad
para sobrevivir en los microambien-
tes creados por sus hospederos. pa-
recen ser debidas a las caracteristi-
cas fisico-quimicas muy especiales
de su pared celular (10); se sabe que
la estructura de la pared celular de
las micobacterias puede sufrir cam-
bios fisicogquimicos durante su creci-
miento y éstos pueden influir en la
virulencia y en las interacciones en-
tre ellas y las células del huésped
{11}. La composicién quimica de la
envoltura bacterlana en Mycobacte-
riumn spp se caracteriza por la pre-
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sencia de acido meso-diamino-pimeé-
lico {meso-DAP}, arabinosa, galacto-
sa y acido N-glicolmurdamico; estos
acidos mycélicos estin unidos a los
peptido-glicanos y representan un
25% del total de la pared celular,
pudiendo en ciertas condiciones de
crecimiento llegar hasta un 45%
como ocurre con Nocardia asteroi-
des { 12). La resistencia a la per-
meabilidad iénica es uno de los fac-
tores que hace dificil la accién de al-
gunos antibiéticos sobre las mico-
bacterias, los agentes lipofilicos son
particularmente frenados por la bi-
capa lipidica, en la membrana bac-
teriana, las capas mas superficiales
presentan interacciones hidrofébi-
cas con glicolipidos y se producen
canales fluidos llamados porines los
cuales facilitan la movilizacion de io-
nes hidratados en fase acuosa.

Dada la Importancia de su ar-
quitectura, la pared celular de las
micobacterias, ha sido objeto de
analisis fisicoquimicos y ultraes-
tructurales detallados (6,8). Sabe-
mos que en el material procesado
rutinariamente para su estudio ul-
traestructural, las micobacterias
precisan de una lenta impregnaciéon
en las resinas epoxy para que no se
produzcan artefactos de separacién
entre la pared celular y el tefido cir-
cundante; una situacién similar la
hemos observado en la preparacion
de los tejidos para su estudio con el
MET cuando se encuentran presen-
tes diversos hongos. Hemos detecta-
do también este fendmeno en casos
de infeccidén por Mycobacterium le-
prae, y estamos conscientes de que
las muestras biolégicas con mico-

bacterias deben ser impregnadas en
las resinas epoxy de manera paula-
tina, por otro lado esta situacién ha
sido previamente descrita (6). Se ha
descrito en estudios de congelacién
substitucién, un espacio liacido en-
tre la membrana de Mycobacterium
kansasii, el cual se cree provocado
por los grupos fenélicos especificos
que desaparecerian con los solven-
tes lipidicos (13]). Posiblemente to-
dos estos factores  influyen en la
apariencia ultraestructural antes se-
fialada.

En los casos de SIDA e infec-
ci6én por micobacterias, la presencia
de multiples areas de necrésis con
neutrofilos y células macrofagicas
que albergan numerosas micobacte-
rias produce una apariencia histolé-
gica amorfa y muy pocas veces gra-
nulomatosa en los focos que mues-
tran las micobacterias; ésto contras-
ta con la conocida histopatologia de
los granulomas provocados por el
Mycobacterium tuberculosis en pa-
cientes inmunolégicamente sanos,
sin embargo, este tipo de extensas
lesiones necrotizantes se han descri-
to en los enfermos con tuberculosis
asociada a la infeccién con el virus
de la inmunodeficlencia humana en
Uganda {9). La ausencia de granulo-
mas caracteriza infecciones por My-
cobacterium spp, en los enfermos de
SIDA, pero igualmente sabemos que
en las autopsias de enfermos con
SIDA, ésta es la manera de presen-
tarse las lesiones por otros gérme-
nes oportunistas tradicionalmente
granulomatosos como el Histoplas-
ma capsulatum o el Paracoccidioides
brasiliensis (1, 2, 3). Por estas razo-
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nes, en nuestro laboratorlo, frecuen-
temente en las autopsias de enfer-
mos con SIDA. se le suman al estu-
dio histoldgico de rutina coloracio-
nes especiales, inmunohistoquimica
o microscopia electronica para in-
vestigar una correcta clasificacion
de los gérmenes patdégenos oportu-
nistas.

Las infecciones por micobacte-
rias en el SIDA han sido senaladas
como una causa frecuente de neu-
monitis (5, 6}. La afectacién del teji-
do pulmonar y de los ganglios linfa-
ticos y el bazo fue muy notoria en
nuestros casos de infecciones por
Mycobacterium sp (1, 2, 3). Las le-
siones pulmonares estaban caracte-
rizadas por abscesos necrotizantes,
muy diferentes a los granulomas in-
ducidos por el Mycobacterium turber-
culosis; en el centro de los nédulos
necrdticos, se vieron neutréfilos
mezclados con macréfagos y escasos
linfocitos, usualmente sin las célu-
las epitelioides caracteristicas de las
infecciones granulomatosas. Con
frecuencia se ha destacado la difi-
cultad para precisar la especie de
micobacteria implicada en la infec-
cion (14}). Algunas de las caracteris-
ticas histologicas y ultraestructura-
les de las lesiones inducidas en di-
versos Organos y tejidos por las mi-
cobacterias tienen como denomina-
dor comin extensas areas de necro-
sis, las cuales en algunos casos
tienden a conservar una apariencia
nodular, frecuentemente confluen-
tes (1, 2, 3, 4]). En ciertas ocasiones
se ha descrito una apariencia fuso-
ceular de los histiocitos cargados
con micobacterias, lo que puede lle-

var al patélogo a confundir las lesio-
nes infecciosas con un tumor me-
senquimatico (15, 16, 17). Hallazgos
similares hemos observado en varios
casos de infeccién pulmonar y en
los tejidos blandos por Histoplasma
capsulatum en autopsias de SIDA (
Garcia Tamayo y col. resultados en
vias de publicacion).

Sin lugar a dudas. existen limi-
taciones para precisar las cepas de
micobacterias utilizando solamente
las coloraciones para bacilos acido-
alcohol-resistentes (14} y la aplica-
cién de otros métodos morfolégicos
incluyendo la ultraestructura no
son suficlentes. En nuestro medio,
la microbiologia en los casos de au-
topsias de SIDA esta limitada, pri-
mero por la resistencia de los pro-
pios patologos a autopsiar los casos
de esta enfermedad y luego, por los
costos operativos, los cuales en el
caso particular de los cultivos para
Mycobacterium spp. no son realiza-
dos como estudios de rutina en
cualquier laboratorio de bacteriolo-
gia. Recientemente técnicas de Bio-
logia Molecular, especificamente la
Reaccion en Cadena de la Polimera-
sa (PCR), pueden ser utilizadas para
determinar con precisién las espe-
cies de micobacterias patégenas im-
plicadas en los casos de SIDA (18,
19, 20); este tipo de estudios espera-
mos pueda ser aplicado en nuestros
casos de SIDA e infecclén por Myco-
bacterium spp, y esperamos aplicar-
lo en el futuro cercano para diluci-
dar las especies de micobacterias
implicadas en las lesiones que pre-
sentan los enfermos con SIDA en
Venezuela.
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