Bacillus anthracis: implicacion en bioterrorismo
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INTRODUCCION

El bioterrorismo se define como el uso de agentes biologi-
cos con la finalidad de producir enfermedad y/o muerte en
hombres, animales o plantas!'.

Los agentes biologicos son microorganismos y sus toxi-
nas, animales o plantas, y dentro de ellos, los utilizados en
bioterrorismo presentan unas caracteristicas como son la
escasa dificultad en su produccion, manipulacion y alma-
cenaje, su gran estabilidad, su facil diseminacion y la ca-
pacidad de producir una alta morbimortalidad®.

Los terroristas que utilizan este tipo de armas se apro-
vechan de la inexistencia de sensores eficaces para su de-
teccion, de la dificultad de predecir qué poblacion va ser
afectada, de los limitados medios sanitarios de urgencia-
emergencia de los que disponen los sistemas sanitarios y
de que frente a muchos de estos agentes actualmente no
existen tratamientos efectivos, bien porque no son conoci-
dos, bien porque se emplean agentes biolégicos manipula-
dos genéticamente que son resistentes a los antimicrobia-
nos habitualmente eficaces!2.

Las armas bioldgicas pueden presentar mayor capaci-
dad destructiva que las armas quimicas y tanto o mas que
las armas nucleares; asi, por ejemplo, 1 Kg de esporas de
Bacillus anthracis puede producir la muerte a tantas perso-
nas como en su dia lo hizo la bomba atémica en Hiroshi-
ma’.

La cara mas perversa de la ciencia es el bioterrorismo;
desde las civilizaciones antiguas hasta los recientes inicios
del siglo xx1, motivados por diferentes razones (politicas,
religiosas, etc.) y siempre con el mismo fin (someter a la
poblacion) se han utilizado diferentes agentes biologicos,
reflejando en cada etapa la adquisicion de nuevos conoci-
mientos. Por diversos documentos hay constancia de que
griegos, romanos y persas envenenaban el agua de sus ene-
migos con animales muertos en descomposicién®. En la
Edad Media, en Kaffa, ciudad portuaria de Ucrania, los
guerreros tartaros lanzaban con catapultas a miembros de
su poblacion muertos por epidemias contra las ciudades
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que querian atacar, debilitando asi a la poblacion. En el si-
glo xvii, en América, los britanicos provocaron epidemias
de viruela en los indios nativos utilizando paiiuelos conta-
minados por la enfermedad, procedentes de sus soldados.
Y ya en el siglo xx, se sospecha que, en la Primera Guerra
Mundial, Alemania pudo provocar célera y peste en hu-
manos, y antrax y muermo en animales®. En la segunda
mitad del siglo xx (entre 1960 y 1999) se sabe que se han
cometido al menos 121 actos terroristas utilizando agentes
biologicos, entre ellos, el que tuvo lugar en 1984 en la ciu-
dad de Texas, en el que la secta Rajneeshee utilizo Salmo-
nella typhimurium, y el provocado en 1995 en Japon por la
secta religiosa Aum Shinrikyo que utilizo Bacillus anthracis.
Esta misma bacteria ha vuelto a ser utilizada en los inicios
de este nuevo siglo (septiembre de 2001) provocando
muerte en la poblacién de EE.UU. y un estado de alarma
social en todo el mundo®.

Aunque en 1925 se firma el Protocolo de Génova, por
el que se prohibe el uso de armas nucleares, quimicas y
biologicas, no se limita ni su desarrollo ni su produccién3
y actualmente a nivel oficial se reconoce que 17 paises en
el mundo cuentan con armamento biologico, entre ellos
Rusia, EE.UU., Japon, Irak, India, etc.?

PATOGENOS DE INTERES EN BIOTERRORISMO

Los Centers for Diseases Control and Prevention (CDC) clasi-
fican los posibles agentes bioldgicos implicados en biote-
rrorismo en tres categorias en funcion de su facilidad de
transmision y poder letal (tabla 1)>.

—~Categoria A: incluye organismos de facil disemina-
cion o que se transmiten de persona a persona, con gran
potencial para producir muerte e impacto en la salud pu-
blica, causando panico y desequilibrio social, y que re-
quieren la intervencion especial de autoridades sanitarias
publicas.

—~Categoria B: incluye aquellos organismos de modera-
da diseminacion, que causan una mortalidad baja y una
morbilidad moderada, requiriendo esfuerzos especificos
en el diagnostico y aumento de la vigilancia de la enfer-
medad.

—Categoria C: incluye organismos de facil disposicion,
produccién y diseminacién, con elevado potencial para
provocar una alta mortalidad y morbilidad, ademas de te-
ner gran impacto social.
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Tabla 1. clasificacion de los agentes biolégicos empleados
en bioterrorismo segtin los CDC

Categoria Patégeno

Categoria A Bacillus anthracis (antrax =carbunco)
Costridium botulinum (botulismo)
Yersinia pestis (peste)

Variola major (viruela)

Francisella tularensis (tularemia)

Fiebre hemorrégica virica

Categoria B Coxiella burnetii (fiebre Q)
Brucella species (brucelosis)

Burkholderia mallei (muermo)

Categoria C Virus Nipah

Adenovirus

Hantavirus

Virus productores de fiebre hemorragica
o transmitidos por garrapatas

Virus productores de encefalitis y
transmitidos por garrapatas

Fiebre amarilla

Tuberculosis multirresistente

“Centers for Diseases Control

En bioterrorismo se pueden utilizar agentes que unica-
mente afecten a la poblacion expuesta, como es el caso de
la toxina botulinica y de Bacillus anthracis®, o, por el con-
trario, sean muy contagioso y se diseminen a poblacion
susceptible no afectada directamente por el acto terrorista
inicial, como es el caso del virus de la viruela.

La extension del efecto esta estrechamente relacionado
con el medio de diseminacién y la via de contagio utiliza-
dos. La via mas habitualmente empleada es la inhalatoria,
utilizando el agente biologico en forma de aerosol, ya que
es barata, facil y altamente eficaz. Los resultados depende-
ran de las condiciones atmosféricas y de las propiedades
del aerosol utilizado. Cuando la via de contagio elegida es
la digestiva se suelen emplear alimentos o aguas contami-
nadas con el agente biologico. Menos frecuentemente se
recurre a la via cutanea mediante la inoculacion directa del
agente infeccioso.

BACILLUS ANTHRACIS Y BIOTERRORISMO

El término “carbunco” deriva del griego anthrakis, que co-
rresponde al término anglosajon anthrax. Ambos signifi-
can “antracita” (derivado del carbon), por la lesion cutanea
que aparece en esta enfermedad: una costra negra. El
agente etiologico es Bacillus anthracis’.

Se trata de una enfermedad con amplia distribucion
geografica, sobre todo en paises con escasos programas de
salud publica como los de sur y centro de América, sur y
este de Furopa, Asia, Africa, Caribe y Oriente Medio.

Es una zoonosis que afecta a herbivoros superiores, sal-
vajes y domésticos. En el hombre se considera fundamen-
talmente una enfermedad profesional relacionada con la
manipulacion directa de animales y sus productos, afec-
tando a profesionales como ganaderos, matarifes, esquila-
dores, veterinarios, carniceros, etc.”:S.

De esta enfermedad ya se habla en el libro del Génesis
cuando describe la quinta y sexta plaga del Exodo”. Entre
los siglos xv1 y xvill tiene gran repercusion en la economia
agricolay es en 1850 cuando Rayer describe el gérmen en
animales muertos. Robert Koch en 1867 asocia el Bacillus
anthracis con la enfermedad de carbunco y describe la im-
portancia de sus esporas. En 1881 Louis Pasteur elabor¢ la
primera vacuna con bacterias atenuadas atoxigénicas, y
posteriormente en 1939 Sterne elabor6 una vacuna basa-
da en cepas atenuadas no encapsuladas, que es la que en
la actualidad se utiliza en veterinaria'®. Durante la segun-
da mitad del siglo x1x, en Inglaterra se describe por pri-
mera vez un cuadro de carbunco inhalado que afectaba a
esquiladores y manipuladores de lana de cabra y pelo de
alpaca contaminados con esporas de esta bacteria. A partir
de la segunda mitad del siglo xx se empieza a emplear es-
te germen en el ambito militar, considerandose como un
arma biologica potencial (segiin la Organizacion Mundial
de la Salud, 50 Kg de esporas de Bacillus anthracis disemi-
nadas sobre una linea de 2 Km en una poblacién de
500.000 habitantes es capaz de producir en tres dias
125.000 infecciones y 95.000 muertes)!'!.

La incidencia de carbunco espontaneo en humanos (no
relacionado con actos terroristas) esta poco establecida. En
1958 se estimo que hubo entre 20.000 y 100.000 casos
por afo en todo el mundo. La ultima epidemia de car-
bunco espontaneo se desarroll6 entre 1978 y 1980 en
Zimbawe con 100.000 casos, 18 de ellos diseminados por
via inhalatoria. En relaciéon con su uso militar, en 1979 en
Rusia (Sverdlovsk), se produjo una epidemia de carbunco
inhalado tras la manipulacion del bacilo en una instalacién
militar. En EE.UU. la incidencia ha ido disminuyendo no-
tablemente, de manera que en la primera década del siglo
xx hubo 127 casos cutaneos frente a s6lo un caso declara-
do en la ultima década del mismo siglo. En cuanto a la in-
cidencia de carbunco inhalado, se reconoce que es muy
baja (18 casos declarados en todo el siglo pasado), si bien
debido al ultimo atentado terrorista ocurrido en septiem-
bre de 2001 en EE.UU. el panorama puede estar cam-
biando®11.

CARACTERISTICAS DEL GERMEN

Bacillus anthracis es un bacilo grampositivo, largo (1-1,5
um x 3-10 um) (fig. 1), de rapido crecimiento en medios
de cultivo que contienen sangre de oveja, aerobio y anae-
robio facultativo, no hemolitico, inmovil y nativamente
sensible a penicilina (fig. 2). Se trata de una bacteria for-
madora de esporas, que son formas de resistencia, de
aproximadamente 1 um de tamario, que no se dividen ni
tienen metabolismo propio. La esporulacion tiene lugar
cuando la bacteria se encuentra en condiciones ambienta-
les desfavorables, de manera que en esta forma puede so-
brevivir en el suelo durante décadas. En dicha forma es ca-
paz de resistir la desecacion, el calor, la luz ultravioleta, las
radiaciones gamma y muchos desinfectantes. Se necesitan
10 minutos en ebullicién y tres horas a temperatura de
140 °C con calor seco para la destruccion de sus esporas.
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Figura 1. Bacillus anthracis. Tincién de Gram (X100).

La germinacién de las mismas hacia formas vegetativas
bacterianas se produce en ambientes ricos en glucosa, ami-
noécidos y nuclessidos (por ejemplo, sangre y tejidos vi-
vos)L.

En el carbunco espontaneo la via de contagio mas fre-
cuente es la cutanea, a través de cortes o abrasion de la piel
(mas del 95% de todos los casos). Menos frecuentemente
se contagia por via gastrointestinal ingiriendo productos
contaminados o por via inhalatoria; por ejemplo, en ma-
nipuladores de productos animales contaminados como
pelo o lana. Se calcula que para producirse un cuadro cli-
nico de carbunco pulmonar es necesario inhalar una alta
concentracion de esporas (entre 2.500 y 55.000). No se ha
descrito nunca el contagio persona a personal®.

PATOGENESIS

Bacillus anthracis expresa tres factores de virulencia: una
capsula y dos exotoxinas (toxina letal y toxina de edema).
Estos factores estan codificados por dos plasmidos: PXO2
(capsule-bearing plasmid) y PXO1(toxina-bearing plasmid)
respectivamente. Ambos plasmidos y sus productos son
necesarios para que la cepa sea virulenta, de manera que
la ausencia de uno de ellos da lugar a cepas atenuadas’.

La capsula esta constituida por un polipéptido del aci-
do D- glutamico que le confiere actividad antifagocitaria y
propiedad antigénica (formacion de anticuerpos sin carac-
ter protector).

Las dos toxinas secretadas son responsables del cuadro
de edema y necrosis tisular y ambas inhiben la respuesta
inmune contra la infeccion”!!.

CICLO DE INFECCION

El ciclo de infeccion se inicia con la penetracion de las es-
poras a través de la piel o mucosas. En el lugar de inocula-
cion se produce un bajo nivel de germinacion provocando
edema y necrosis local, que a nivel cutdneo se manifiesta
por la aparicién de una lesion necrética cubierta por una
costra negra y rodeada de una zona de edema. En este mo-
mento las endoesporas son fagocitadas por macrofagos
donde germinan en mayor proporcion dando origen a for-

T

Figura 2. Bacillus anthracis. Cultivo en medio Columbia Agar sangre (arriba)
y estudio de susceptibilidad a la penicilina (abajo).

mas bacterianas vegetativas. Estos macrofagos migran hacia
los ganglios linfaticos, y alli los bacilos se multiplican y li-
beran los factores de virulencia desencadenando una linfa-
denitis hemorragica regional. Desde alli, los bacilos se pue-
den diseminar via hematdgena y via linfatica, provocando
un cuadro de sepsis. En algunas ocasiones, y por extension
desde sangre o linfa, pueden afectarse las meninges’.

En el caso de que la mucosa afectada sea la alveolar, se
observa una linfadenitis hemorragica peribronquial, con el
consiguiente bloqueo del drenaje linfatico, y posterior-
mente edema pulmonar y muerte del paciente. El desenla-
ce fatal de la enfermedad suele suceder entre el primer y
séptimo dia postexposicion’-S.

CLiNICA

Aunque el carbunco cutaneo es la forma mas frecuente de
presentacion de esta enfermedad, nos referiremos exclusi-
vamente al carbunco pulmonar.

El carbunco pulmonar es una forma rara de presenta-
cion fuera del contexto que nos ocupa: el bioterrorismo.
En humanos se ha demostrado que la dosis letal de espo-
ras necesaria para causar la muerte al 50% de las personas
expuestas (LD50) es de 2.500 a 55.000 esporas®.
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El perfodo medio de incubacion de la forma pulmonar
es de aproximadamente 10 dias (de uno a 43 difas). Sin
embargo, los sintomas pueden aparecer 6 semanas mas
tarde a la exposicion, puesto que las esporas pueden per-
manecer en el pulmon hasta dos meses sin germinar; eso
si, cuanto mayor sea la inoculaciéon mas temprano se ini-
ciaran los sintomas®.

Podemos describir dos fases: la primera se caracteriza
por la presencia de tos no productiva, fiebre, mialgias, ma-
lestar general y dolor abdominal, similar a un cuadro in-
feccioso del tracto respiratorio superior.

La segunda fase se caracteriza por un deterioro rapido y
progresivo del paciente (en las primeras 72 horas), con evo-
lucion hacia una neumonitis hemorragica necrotizante y
una mediastinitis necrotizante con distress respiratorio. Es
importante tener en cuenta que nunca se produce un cua-
dro de infeccion pulmonar. Radiologicamente podemos
objetivar aumento del mediastino y derrame pleural. A par-
tir del foco pulmonar puede, secundariamente, producirse
una diseminacion hematdgena con afectacion gastrointesti-
nal y aptomeningea (50% de los casos) y muerte fulminan-
te, hasta en el 89%-100% de los casos, incluso habiéndose
instaurado tratamiento antibiético correcto!”8.

DIAGNOSTICO

El diagnostico se debe basar en la existencia de una alta
sospecha ante un cuadro clinico compatible asociado a
una historia de exposicién previa!®. Se notificara a las au-
toridades sanitarias competentes y se iniciara el estudio
para confirmar la enfermedad.

Se realizara una historia clinica detallada y pruebas com-
plementarias, como radiografia de torax, donde podremos
observar aumento de mediastino y derrame pleural.

El estudio microbiologico se debera realizar en labora-
torios con medidas de seguridad como cabinas de nivel II
y que cuenten con personal adiestrado. El diagnostico mi-
crobiologico se basa en la visualizacion de la bacteria me-
diante tinciones y su aislamiento de la muestra clinica. La
tincion Gram proporciona un diagnéstico de presuncion
rapido (en una hora), siendo el cultivo e identificacion
bacteriana lo que nos proporciona el diagnostico definiti-
vo (en aproximadamente 24-36 horas). Las muestras cli-
nicas recomendadas para el aislamiento de la bacteria, en
caso de carbunco por inhalacion, son el frotis nasal y el he-
mocultivo. Otras muestras menos rentables son el frotis fa-
ringo-amigdalar, el liquido pleural y el esputo®.

Los estudios serologicos proporcionan un diagnostico
tardio, por lo que son poco ttiles para el diagnostico de in-
feccion aguda y practicamente su aplicabilidad es a nivel
epidemioldgico. Ademas hay que tener en cuenta que en
aquellos casos que han sido tratados no se detectan anti-
cuerpos. La sensibilidad es variable (26%-95%) depen-
diendo de la forma clinica y el antigeno utilizado’. Como
técnica de cribado se emplea enzimoinmiunoensayos
(ETA), mediante los cuales se establece el diagnostico
cuando se demuestra que se ha producido una serocon-
versién con un aumento de cuatro veces el titulo de anti-

cuerpos inicial. Como técnica de confirmacion se emplea
el blotting. También se utilizan técnicas moleculares en
centros de referencia (PCR), prueba cutanea de antraxina
y deteccion de toxinas en sangre, aunque son técnicas po-
co estandarizadas.

TRATAMIENTO

Los tratamientos antimicrobianos con los que se cuenta en
la actualidad son activos frente a formas bacterianas vege-
tativas, pero no contra las esporas.

Cuando se sospeche un acto de bioterrorismo se debe-
ra administrar, lo antes posible en el area afectada, trata-
miento antibiotico a toda persona con fiebre o sintomato-
logia compatible con carbunco. En estos casos se tendra en
cuenta la posible manipulacion genética de la cepa emple-
ada, por lo que en lugar de usar inicialmente penicilina o
tetraciclina (tratamiento clasico recomendado por la Food
and Drug Administration [FDA] en cuadros de carbunco es-
pontaneo) se administrara como antibidtico de primera
eleccion una fluoroquinolona, como ciprofloxacino u oflo-
xacino. Una vez demostrada la sensibilidad a los antibioti-
cos clasicos, se utilizara el antimicrobiano disponible, mas
eficaz, mas eficiente y menos toxico. La via de administra-
cion sera la oral en personas asintomaticas, y la via intra-
venosa en aquellos con sintomas generales. La duracion
del tratamiento sera de 60 dias en todos los casos y formas
clinicas, ya que las esporas pueden permanecer en pulmon
hasta dos meses antes de germinar. En el caso de poderse
administrar al menos tres dosis de vacuna frente a Bacillus
anthracis el tratamiento se podra suspender en 30 o 45 di-
as. Ademas del tratamiento antibidtico sera necesario rea-
lizar un control sintomatico’.

La profilaxis postexposicion se administrara al personal
de laboratorio y a todas las personas que estén en areas
con alta concentracion ambiental de esporas.

INMUNIZACION. VACUNACION

La unica vacuna aprobada por la FAD, desde 1970, para
su uso en EE.UU. es la denominada Antrax Vaccine Absor-
bed (AVA). Fue sintetizada por Bio-Port (1957-1960 en
Michigan) y se trata de una vacuna acelular procedente del
filtrado de la cepa V770-NP1-R, no encapsulada pero to-
xigénica, precipitado con alum (sulfato potésico de alumi-
nio). Su administracion es por via subcutanea. La vacuna-
cion primaria se completa con la administracion de dos
dosis en la segunda y cuarta semana posteriores a la dosis
administrada inicialmente. Ademas, el laboratorio farma-
cetitico recomienda dosis de recuerdo a los 6, 12 y 18 me-
ses, para mantener la inmunidad y un recuerdo anual'2.
Aunque no esta definido el titulo de anticuerpos a par-
tir del cual existe proteccion frente a la enfermedad, se es-
tima que la eficacia de la vacuna es de un 83% después de
la primera dosis, del 91% después de la segunda y se ob-
serva seroconversion en el 95% de los casos después de la
tercera dosis. Tampoco se conoce con exactitud la dura-

cion de la eficacial?.
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Los efectos adversos son raros y normalmente corres-
ponden a reacciones locales leves-moderadas en un 25%,
severas en el 1% y reacciones sistémicas en menos de un
0,06% de los casos. De forma excepcional se han publica-
do casos de anafilaxia, celulitis o neumonia.

Se debe tener precaucion en su utilizaciéon ante un pa-
ciente con historia previa de carbunco, ya que se observan
mayor nimero de efectos secundarios en el embarazo o la
lactancia y esta completamente contraindicada en pacien-
tes con enfermedad severa o que hayan sufrido reaccion
anafilactica frente a AVA.

En caso de bioterrorismo hay que tener en cuenta que no
es facil determinar la poblacion que va a ser afectada y que
el mayor riesgo de contraer la infeccion se produce duran-
te la aerosolizacion primaria, es decir, a las 24 horas, cuan-
do el aerosol se dispersa totalmente. Después las esporas se
depositan en el suelo y superficies; la aerosolizacion secun-
daria (resuspension de las esporas) y contagio a partir de
ella es raro. Por todo ello la vacunacion sélo se recomienda
en personal militar y en grupos de alto riesgo!?.

MEDIDAS DE CONTROL RECOMENDADAS
CUANDO EXISTE UN CASO DE SOSPECHA DE
CARBUNCO PRODUCIDO POR INHALACION

—Notificacion del caso a las autoridades sanitarias y al
laboratorio de Microbiologia.

—Recomendacion de medidas basicas de aislamiento a
pesar de no existir el contagio persona a persona.

—No se precisan filtros de alta eficacia, mascaras u otras
protecciones para aerosoles.

—No estd indicada la vacunacion ni la profilaxis anti-
biotica en los contactos con el paciente.

—En caso de muerte, incinerar el cadaver, y, si se reali-
za autopsia, autoclavar o incinerar todo el material emple-
ado.
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