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lNI'RODU::X:ION 



El Myaobacterium leprae es hasta el nomento actual un mi

croorganiSTP que no ha ¡;d.tido ser cultivado in vitro, y aunque 

numerases han sido los intentos ninguno ha logrado el éxito te_ 
tal. La incapacidad de cultivarlo, ha obstaculizado el diag-

nóstia:>, tratamiento y pronóstico de la lepra y es p:>r esto -

que deben buscarse nuevos métcdos, ya que la iroculación en la 

alrrohadilla plantar del ratón, o bien, el annadillo de 9 ban-

das tiene gran costo y dificultad en nuestro medio.· 

Con el prcp6sito de desarrollar un método fácil, rápido y 

eficaz para determinar si el Mycobacterium Leprae está vivo o

rnuerto, se ha estudiado un método de tinción fluorescente, que 

se ha derostrado en estudios previos mediante el uso de aceta

to de fluor!'sceína (FDA) y branuro de etidio (EB), la viabili

dad del Mycrobacterium ~tis y del M.phlei. Por este méto 

do las myoobacterias vivas fueron distinguidas de las muertas

y deterioradas, según las características del teñido, depen- -

diendo ésto del estado metab5liao y fisiol6giao de las bacte

rias. 

Posterionnente, se descubri6 que el M. Leprae tonado de -

armadillo infectado y de la piel humana de enfermos de lepra -

se teñían en fonna similar a las especies de mycobacterias cu1-. 

tivables. Cuando se aplio5 este procOOimiento de tincilSn a e~ 

pe=ímenes de pacientes de lepra ba.jo tratamiento, los datos s~ 

girieron que el métcxlo de teñido brindaba una nedida de viabi

lidad del n. Leprae, sefon lo demostr6 el imp:>rtante descenso

en el p:>rcentaje de bacterias teñidas de verde (vivas) ; Tam-

bién se han hecho estudios gue caiiparan los datos de FDll/EB ob 

tenidos de biopsias con el Indice r-DrfolÓgioo y el Indice Dac

teriolégico y resultados preliminares danuestran que existe -

W\9. mrrelaci5n significativa. 
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Teniendo así los reportes'. previos de otros autores (James 

T. Kvach, G. Munguía) de la efectividad de este método. Conta 

nos inclU.so con una experiencia previa de algun::>s estudios - -

preliminares he::oos en este Centro Dennatológi= (Dr .Cervera) • 

El hech:> de rrontar el método FUA/EB en el Centro Dematol6gi= 

Pascua y aplicarlo a los p:icientes de lepra, darostrará que e~ 

te método es efectivo y de gran ayuda para observar si el bac!_ 

lo está vivo o muerto, sin tener que inocular a la alm:>hadilla 

plantar del rat6n. También se podrán observar o:m este método 
los diferentes esqueras de tratamiento y correlacionar los re

sultados oon bacteriología en linfa cut.-'ínea, raspado de muoosa 

nasal, punci6n ganglionar y así cxmJ también el Indice ~!:>rfol§. 

gico y Bacteriol6gico. 

En, el presente trab:ljo, se hará una breve revisión acerca 

del Mycobacterium l.eprae. Las consideraciones actuales· sobre 

la bacteriología e irmwiología de la lepra, así = perspec:t.l:_ 

vas en lepra experboontal. 



MICROBACl'ERilM LEPRAE 
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GENERALIDADES 

El Mic=bacterium Leprae, fUé descubierto por Hansen en el 

año de lS 68, Cllali!o al examinar las "Leprazellen" (células le-

prosas) de Virchow, ol:serv6 en ellas lo que llam5 "braune z.=
perchen" (corpúsculos obscuros) y daiostr6 que estaban constitu.!,_ 

dos ¡:or masas de bastones que se coloreab:ln ¡:or el licido ósnico; 

en l.874 hace la descripci6n completa del gérmen, lo considera -

el agente causal de la lepra y le dencmina Bacillus leprae. 

Más tarde, el génnen re:::ibe nanbres diversos: Cocothrix leprae 

(Lutz), Streptothri.x leprae (Babes), Bacilo de Hansen en hooor -

de su ilustre descubridor, etc., hasta que la Socie:lad Americana 

de Bacteriologistas, por recomendacilin de la Leonard WOOd Meno

rial Conference (Manila l.931), decide llamarle y esta,es. su de-

signaci6n oficial: Mycorbacterium Lepra<o. (73) (8) c3a¡ 

El género Mycobacterium pertenece a la familia de las My- -

cobacteriaceas, orden Myoobacteriales y clase Actyn:mycetales. 

(l). (73) 

Característica del Mycobacterium leprae es su disp:>sici6n -

paralela formando ejes oon aspecto de mazos de cigarros o en OO!!_ 

glanerados globosas de diversos tamaños a los que Marchoux deno

rnin6 globia. El diámetro de l.as globias varía entre l.O y l.00 -

micras y los bac.ilos que las font'lan pue:len ser escaros o lllconta 

bl.es. (73) (B) 

Al microscopio de luz, el bacilo de Hansen es un bastonci

llo recto o curvo que puede terminar en punta o en fo:cma de pa

lillo de tamb:>r que mide de 1.5 a 6 micras de largo, p:::ir 0.2 a -

0.4 micras de ancho. Durante su ciclo evolutivo en la parte -

central, font\as granulosas que hacen relieve en número de 1 a 4 

que miden de l.. 3 micras y que reciben el nombre de gránulos de -

r.utz-unna. ¡i¡ C73l car 



Se tiñe con ·los colorantes básicos: fucs:ina, azul de me

tileno, violeta de metilo, violeta de genciana, verde metilo, 

dalia y safranina. Es un gérmen ácido alcohol-resistente¡ o 

sea, que cuard:> ·se tiñe con la técnica Ziehl Neelsen, oonser

va la coloraci6n a pesar de somaterlo al alcohol y a ácidos -

diluídos, en gram ¡:ositivo e intracelular. la multiplicaci6n 

es ¡:ar fisi6n transversa dentro de los fagolizosaras de las -

células de lepra; esto se ha comprobado ¡:ar estudios hechos -

en ratones desnudos y armadillo de 9 bandas que fuer<Jn irocu

lados ¡:ar bacilos de lepranas humanos. (71) (81) (91) 

E>ciste gran parecido rnorfol6gioo entre el M. leprae y el 

M. leprae murium productor de la lepra rnurina. Se ha cx:rnpro
bado que arnl::os tienen peptidoglicano en su pared, pe>:0 en el 

M. leprae también contiene ac •. rnic6lico, dicarl:oxirnioolatos y 

ac. tuberculoestearico. (7) (17) (38) (51) 

4 
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COMFOSICION QUIMICA 

IDs estudios histcqu:íÍnicos con el M. leprae derivado de -

amadillo, han anpezado recientanente; se sabe c¡ue las l::acte-

rias toman glucosa y aminoácidos (probablanente presentes en -

la célula del huésperl) ; contiene algunas enzirras implicadas en 

el metalx>li.srro del oxígeno y varias enzimas hidrolíticas. Pa

rece ser de la infol.lTLación disp:>nible, que el M. leprae es una 

microbacteria con algunas características únicas, p:>siblanente 

relacionadas con el grupo del M. tuberculosis; pero el M.Leprae 

no ha cunp:Lido los postulados de 1':>cb, ya c¡ue no ha podido ser 

cultivado in vitre. (17) (20) (81) (73) 

Es conveniente señalar las diferencias entre e1 M. leprae 

y el M. tuberculosis: (Ver cuadro No. l). 

la tomi:osici6n química del· M. leprae es canpleja, los lí

pidos son :Los CXJnstituyentes principa.les del bacilo, así caro 

ácidos grasos, grasas neutras, fosfátidos, cue>.r¡x>s ceroides, 

lecitina, proteínas e hidratos de carl:ono. (l) (9) (73) 

En la cx.::m¡x>sici6n química del M. leprae, se han ercontra

do ácidos mic6licos de alto peso molecular idénticos a los !::a

cilos del armadillo i.n:>culado y distintos a otras espe::::ies de 

rnicrobacterias. Otros canponentes son el ácido tuberculoeste! 

rico, el phithicx::erol dimycocerostato y el glicolípido fen6li

cx:>, sien:lo los dos últimos espe:::íficos del OOcilo de la lepra. 

También es imp:>rtante señalar la presencia del pepti&:qlycan, 

canún en otras micobacterias pero que en el. ?1. leprae ~a alani 

na es reanplazada por la glicina. (2) (25) (Sl) (38) 

El M. leprae obtenido de tejidos hunanos, armadillos y -

ratones, contiene la enzima hidroxilasa cúprioo doP3ffiina, y es 

b.ldios in vitro sobre esta enzima han darostrado que el ácido 

fusárico la inhibe; esto podría tener valor qulmico terapéutico 

contra M. l.eprae. (69) 
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Anteriores estudios :in'lical:an que la enzima o-difenoxi.da

sa, estaba ausmte de tejidos huma!Xls lepranatosos. Ia e><is-

tE!lcia o ausencia de esta enz.ima se ha estudiado de nuevo y -

los resultados sugieren que esta enzima no es característica 
del M. leprae y se le eicuentra en escasa cantidad. ( 4 4 l 

Ya se infonr6 de la presencia de un glicol1pido fen5lico 

espec1fico en M. leprae y en tejido de annadillo infectado. -

Tenía un oligosacclrido, compuesto de 3-0-l1e-ramnosa y 2,3-di

O-Me-ramnosa y 3, 6-d.i-0--?-1e-glucosa, unidos glucosídicarnente -

al substituyente fen5lico. Ia estructura del oligosac.kido -

ha sido detenninado por hidro lis is ácida parcial pranetilaci6n 

HIMR y 13CNMR. Ia hidr6lisis ácida del Glicolípido-fm6lico-l 

desacetilado revel6 un cuer¡:o ftilocerol fen5lico y la espec~ 

rnetría de masa y patr6n NMR del cuerpo pranetilado sugieren la 

siguiente estructura: Cromatografla gas-líquida CQllbinada con e~ 

pectrornetría de masa danuestra 3 ácidos mycocex6sicos tetra

meti1 ramificados, e 3Ckn, e 32 y e 34, con pesos m::ileculares -

de 466, 494 y 522, respectivamente. (21) (33) (34) (8:l) 

Tambifu se presentan evidencias de que el glicolípido es 

irmrunol5gicamente activo, ya que reacciona con antisuero de -

conejo a Ml leprae y con suerc de pacientes lepromatosos. (34) 

Un aspecto que nos interesa, es que la enzima dismutase -

super6xi.da ha sido identificada y la actividad percxidádica -

amostrada. Esta enzima contiene manganeso y tiene baja acti

vidad en los estractos de ctilulas libres. (88) 

Respecto a las características bioquímicas, el M. leprae 

muestra mayor similitud con el M. vaccae que con cualquier 

otra rnicobacteria cultivable. (18) 

Por medio de crcrnatografía gaseosa y analizando los áci-

dos grasos ex>nstitutivos del M. leprae, se ha visto que tiene -

un elevado contenido de ácido behénico (n-C22:0) y el núnerc -

del carl:on:> de la rama en los ácidos mic6licos de esta especie 



es 20. Esto sugiere la ¡;osible identificación del M. lepra.e 

¡;or medio de craratografía gaseosa. (88) (89) (42) · 

7 



8 

o 

o 

o 

o 



DIFERENCIAS ENTRE EL M. LEPRl\E Y f!L M. TllBERCUIOSIS 

M. Leprae 

l.- Más corto y mas rígido 

2.- Se agrupa en globias 

3.'- Es más infeccioso 

4 • - El tejido lepranatoso contiene mayor nGmerO de bacilos 

5.- Es menos ácido alcohol resistente 

6.- Poder pat6geno menor 

M. Tuberculosis 

l.- Más largo y meoos rígido 

2. - No se agrupa 

3 .·- Menos infeccioso 

4. - los tejidos infectados con· menor número de !::acilos 

5. - Es más ácido alcohol resistente 

6 .- Poder pat6geno mayor 

(Clll\DID l) 

9 
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MICROSCOPIA ELECTRONICA 

Ias observaciones al microscopio electrónica·ha.il dan:>s-

traclo que el M. lepi:"ae está rodeado por una manbrana que pen.!!_ 

tra en forma de red en el interior del' protoplasma l:acilar y -

esta membrana está ocr.ip.lesta por dos capas. En el citoplasma 

ex.isten uros cuerpos re:lonJos muy osniofilos que son los nucle 

oles. (8) 

En los exámenes ultraestructurales del M. leprae teñido -

con urarnil acetato y citrato de plaro, se observaron esencial

mente tres tip:>s de r-1. leprae: bacilos conteniendo todas las -

estructuras de una célula procariótica (pared bien definida y 

menbrana citoplásmica alrededor del citoplasma granulado, con 

mesosanas visibles, ribosomas y nucleoplasnaS) / bacilos sene-· 

jantes a los anteriores pero con un citoplasma h::lrrogéneo y ba.

cilos en que no se observaban untraestrucb.lras regulares y que 

raranente contenían vacuolas; la frecuencia de los tres ti¡::os 

de células es respectivamente del 5, 10 y 80%.(77) 

El Z.licrobacterium leprae, contiene una zona transparente 

exterior de electrones (Er'l), un enlace 1-2-glicol conteniendo 

polisacáridos (en la manbrana citoplásmica y en el mesosanil) -

una capa de peptidoglicano y un dep5sito de polisac<Íridos en -

la superficie exterior del EI'Z. (77) 

También deber.os señalar recientes descubrimientos; p:>r -- · 

ejanplo, que las cap:is de la ¡:a.red celular son simétricas. - -

FUkinishi y col. han investigado la zona electrotransparente -

que rodea al bacilo dentro de los fogolisosanas de los macr6-

fagos y está formada por lípidos y sobre todo por el peptidoli

co00lípidos en su rrayor parte y en los cortes ultrafinos tienen 

una imagen en forma de gotitas esféricas idénticas a las del -

rat6n desnudo y armadillo infectados así cono armadillos con -

infe::ci6n natural. Esta disp:>sicil5n no se observa en otras mi 

cobacterias cultivables. (77) 
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Hirada, en 1983¡ · estudia inclusiones intracitopHi.smicas 

que son h:lrogéneas, esféricas, no uniformes en su distriblci6n 

y que no están del;mitadas inr estructuras manbranosas y de es 

casa· diferencia con el bacilo de la lepra murina .(32) (30) 

Se han estudiado las bandas en la superficie y cada banda 

está canp.lesta por dos finas líneas circulares. (38) 

l'Or microdensitanetría y por citoquímica ultraestructural 

de la membrana del M. lepra e, se mostró que mide ·7. 04 a 7. 08 nm 

y es PAS p:>sitiva en comparaci6n con otras espec:ies que miden -

de 6.36 a 6.37 nn. (77) 
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VIABILIDAD. Y. Tru\N™ISIDN 

La entrada del mic,,,;,rganismo en el hanbre ha sido objeto 

de numerosos estudios. Se admite que la vía de penetraciéin del 

génnen es atrav/Ss de las vías respiratorias as1 Davey y !lees -

compruel:an que en cada enisiéin forzada de m:ioo nasal p.>aien "!!. 
centrarse hasta e 8x 10 bacilos cuya viabilidad fUe comprobada 

al inocularlo a la alnohadilla plantar del rat6n. Chacko, 

practicando biopsias de la mucosa nasal a los convivientes sa

nos, encuentra bacilos vivos y en algunos casos con signos in

flarra.torios de los nervios de dicha mucosa, debido sin duda a 

la acci6n del bacilo. El hallazgo por parte de Narayan, 1e ba . -. 
ellos alcoool-§.cidcresistentes en el cuerpo de algunos artr6....., 

pXios, especialmente en lugares donde la lepra es endánica, no 

prueba en forna concluyente que la vía de entrada sea exclusi

vamente por picadura de posibles vectores. (7) 

En relaci6n a la viabilidad del gérmen que se consideral:a 

muy escasa fuera de los macr6fagos del enfemo, se ha derostr~ 

do, gracias al nodelo experimental en el rat6n, que puede per

m.'ln~er vivo fuera del reciente hasta 10 días, incluso más. 

(87) (38) 

También se ha demostrado que el. índice de infecci5n, es 

muero ma:,ur que el de enfennedad y que los contactos con enf"E_ 

mes m.iltiba.cilares pueden presentar infe::ciones sul:clínicas -

que curan es¡:ontáneamente si funcionan bien los mecanisrros in

muroccrni?etentes celulares. (38) 

Otro hecho relevante, es la posibilidad de infooci6n in-

trauterina, que hasta hace poco era negada y se afirmaba de -

forma rotunda, que los niños se contag.iab3.n desp.iés del naci-

miento en 1nt:Uro contacl:D con los padres enfermos. (83) 

lby es bien corocida, la presen::ia en el suero de1 card6n 
umbilical de niños de m!ldres leprcrnatosas, anticuerp:>s anti- -

IgA e IgM, la placenta está altamente vascularizada con una -

bacterénil de 10 5 en enfermas lepranatosas embarazadas por lo 

que pue:len pasar numerosos bacilos al feto. (38) 



13 

Recientanente en un documentado trabajo, Melsan denuestra 

la fornaci6n de anticuer¡:os en el reciét nacido de madre lepr'E_ 

matosa, en cuyos sueros persisten anticuer¡::os frente al antíg~ 

no 7, hasta los 18 meses de edad, lo que prueba la e><istencia

del raso através de la placenta del bacilo, o sus antígerK>s. 

( 6) (70) 

Duncan y otras, encuentran dos niños de madres leprara:to

sas de 12 y 17 meses =n lepra indetenninada y blberculoide -

clínica e histológlcamente y se denostraron anticuerp:>s anti-·

rnicobacteriales IgA e IgM, en suero del cordón umbilical. (59) 

(38) 

Ia existencia de otros casos de lepra en niños menores de 

2 años, uno de 11 meses. ( · 70 ) El caso de Givohar de 19 me-

ses y otro de 18 meses, ms hace ¡:ensar en la p:>sibilidad, ¡:or 

tan corto período de incub3.ci6n, de Wl contagio intrauterino. 
( 38)' 

Neelson y otros, encuentran anticuerp:>s IgM e IgA, contra 

M. leprae, . en un 20% a 50% de los niños de ma:lres 1.epraTiatosas 

en el embarazo y oo lo encuentran en niños de madres LT y con

troles sanos. (Ja) 

El Dr. J<aur, derostró la viabilidad del M. leprae bajo -

oondiciones abnosféricas nonnales y adversas. Bacilos recogi

dos de lepranas, fueron sacados a tenperatura ambiente durante 

períodos variables, después fueron expuestos a la luz solar d!. 

recta, W, y fueron inyectados en la almohadilla plantar de -

ratones tirnectanizados para canprobar la viabilidad. Los org!!_ 

nisrnos podían resistir los W durante 30 minutos, la luz solar 

directa ¡:or 2 horas y la .temperatura runbiante durante 7 días. 

(42) 



lNDICE B!\Cl'ERIOIOGIOJ Y M:l!iroIDGlCO 
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INDICE Bl\CTERIOI.OGICO Y M:JRFOLOGICO 

Ia búsc¡ueda del bacilo de Hansen· en los enfernps de lepra 

tiene gran :iro¡:ortancia para el- estudio, clasificaci6n y para -

seguir la evoluci6n de la enfel:!tledad. 

El material para estudio puede tararse de la piel, de la 

10.lcosa nasal, o bien~ de los ganglios. la.- zona elegida debe

rá ser una piel con actividad, ya sea· de lesiones· cutáneas o 

infiltración, siguiendo la técnica siguiente: 

A) Asepsia de la piel ele;ida 

B) Hacer isc¡uania canpleta 
C) Picar profundo en la 20na isquánica 

D) Hacer un frotis delgado 

CUarrlo la muestra es de la murosa nasal, deberá tomarse 

del tabique en dorile abunda el bacilo. Se puede hacer con una 

cuchilla o estilete, produciendo un discreto raspado. El ma

terial obtenido se extiende en un portaobjetos y se fija a la 

flama. 



15 / 

INDICE Bl\CTERIOIDGICD 

Para estu:'liar el índice bacterioH5gico, las láminas se 

tifien =n la tinci6n de Ziehl-Neelsen, de rutina. El índi

ce bacteriol6gi=, indica· 1a cantidad de bacilos y según la 

Organizaci6n ~ial de la Salud, la detenninaci6n del índi

ce bacteriol6gio:> debe hacerse estudiando ¡:or lo menos 100 -

cam¡:os de luz con aunen to de. 800 x o Jl'ás. Ia clasificaci6n 

se race según la siguiente tabla: 

Ningún bacilo en toda la lfunina 

De 1 a 10 bacilos en 100 canpos 

De 1 a 10 bacilos en 10 camp::>s 

De 1 a 10 bacilos ¡:or cam¡:o 

De 10 a 100 bacilos ¡:or carrpo 

De 10 a 1000 bacilos ¡:or cam¡:o 

Más de 1000 bacilos ¡:or cam¡:o 

negativa 

X 

XX 

XXX 

xxxx 

xxxxx 
xxxxxx 
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INDICE MJRroIJ:X;IC:O 

Nos e><presa la capacidad =n la que se tiñen los bacilos 

manifestando el pai:centaje de bacilos s6lidos y fragmentadas. 

Para detenninar el índice rnorfol.6gico, las láminas deben fij~ 

se y teñirse de la siguiente fonna: 

FJJl\CION: 

• 
1.- Una vez que el e><tendido se ha secado al aire, debe fij~ 

se durante 3 ininutos con va¡:ores de formaldehido. Esto -

se tace ¡:onien::lo unas gotas de formaldehido concentrado -

con un vasa de COplin, =locando las láminas dentro y se

llaOOo el vaso con adhesiva. 

2 .- Fijaci6n durante <k?s minutos sobre una lámina de vidrio -

que se ha colcx:ado sobre un recipimte con agua hirviendo. 

3.- Nuevamente fijaci6n de 3 minutos con vapores de fotmalina. 

4 .- par Gltirro, nueva fijaci6n de 2 minutos sabre la lamina de 

vidrio caliente. 

TIN::ION PAAA DEI'lm1INAR EL DIDICE !DRFOLOGICO 

1.- Se usan los mimos colorantes que en el Ziehl-Neelsen de 

rutina, excepto la FUcsina, que se ¡;re¡_:ma disalvien:la 20 

grs, en 100 rol. de alcohol, o sm, una concentraC:i6n al -

dable. 

lLUMINl\CION 

la iltm.inaci6n del microscopio, debe hacerse según las re

glas de la iluminaci6n de :&>hler. 

la detenninaci6n del índice rrorfolt5giCo, consiste en dete:_ 

minar el parcentaje de bacilos s61idas y no s6lidas o fragmen~ 

dos en un exterdido de M. leprae. Para esto, se cuentan 100 

bacilos anotándose cuáles son s6lidas y cuáles fragmentados. 

se considera cano bacilo s6lido Gnicamente aquel bacilo que 

está teñido uniformemente con Oordes lisos y regulares y que no 
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presentan zonas de diferente intensidad de color. Deben exa

rilinarse con espe::::ial cuidado en los extraros, p;ara ver si pr=. 
sen ta zonas de decoloraci6n .. 

Antes de anpezar la clasificaci6n de s6lidos y no s6lidos 

debe hacerse una revisi6n general de la llimina para estudiar el 

tip:> de bacilo, ver si la tinci6n es unifonne en tcrlo el ext~ 

dido y buscar las zonas donde se encuentra mayor nGrnero de ba

cilos. 

Solamente se estudiarán los bacilos que estél aislados y -

no en globias. 

A mayor ín:1ice rrorfo16gioo, mayor infecciocidad. 

Proced:imiento para índice rrorfol6gico: Se escoge una P'!: 
te bien teñida de la placa y se rosca un gru¡:o de bacilos de -

Hansen aislados, deben deisecharse los aglanerados y los de las 

globias. En el gru¡:o escogido se cuentan 100 bacilos y de es

tos se deben contar cuántos bacilos sólidos y uniformes existen. 

Si un b3.cilo es de color claro, o tmJY corto o granuloso, ro es

s61ido. Si existe un bacilo rr1is largo que el pranedio de los -

sólidos con claro peque:i.o en su parte central, probablemente ~ 

tá a punto de dividirse y se contarán cerro 2 sólidos. cuando -

se ve una fila de 2 6 3 granules juntos son i::estos de un bacilo 

y se. contará = uno "no s6lido". (55) (39) 

' 
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INDICE IDRroIDGICD (.Ridley) 

Ridley· prefiere utilizar ei· indeü s, · F, · G; o sea~· divide 

a los bacilos en tres· clases': &Slidos~ Fragmentados y Granulo

sos. Se cuentan 200 bacilos y se anota el ¡:orc:entaje de cada 

\UlO de ellos correspondientes a los granulosos, fragmentados y 

solidos y posterionnente se anota el· SFG Inde>e siguiendo la 

tabla: 

Ejanpl.o: 

sólidos 

X/200 

Fragmentados 

X/200 

El nGmero O correspoooe a menos del l% 

El nGmero 1 =rrespoooe de 1 a 20% 

El nGmero 2 correspoooe a mas del 20% 

Valor SFG • Ej anplo : 

S F G 

Granularos 

X/200 

2 2 O =rrespoooe al SFG Inde>e 8 (sefon la tabla) 

Tabla: 

2 o o c:orres¡::orxle a 10 

2 1 o a 9 75 a 100% Sólidos 

2 2 o a 8 50 a 75% Sólidos 

2 J. 1 y 1 2 o a 7 

2 2 1 a 6 20 a 50% Sólidos 

1 2 J. a 5 

1 2 2 a 4 1 a 20% sólidos 

1 1 2 y o 2 1 a 3 

o 2 2 a 2 

o 1 2 a 1 menos del 1% sólidos 

o o 2 a o 
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... 
INDICE MOP.FOLOGICD 

' SOLIOOS 

FRllGMENl'AOOS 

Gru\NULOSOS 



METODOS DE TIN:::ION 
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MEIO!XlS DE TillCION 

Una de las cal:acté.rísticas más hnp::lrtantes · del· OOcilo es 

su afinidad a los colorantes básicos y su tinci6n p:>sitiva con 

tinci6n de Gram. 

El bacilo de Hansen a través de SU estudio, ha sido colo-

rea.do plr diferentes métodos y aGn más, en los últinos a.~os se 

siguen analizardo rrodificaciones de las técnicas clásicas para 

obtener mejores resul tacbs. 

Descriliiraoos a continuación las diferentes tinciones pa

ra micobacterias. 

l.- TECN.!CA DE ZIEl!L NEELSEN. 

Coloración más utilizada p::1r su sencillez y seguridad 

en ·ia cual se utiliza la fUcsina ácida decolorando -

con alcohol ácido y se contrasta con azul de rnetilero; 

esta coloraci6n se basa en la propiedad de la ácido -
alcohol resistencia. 

Esta té::::nica pue::Ie ser utilizada tanto en frotis cono 

en cortes histológicos. 

I.- Procedimiento para cortes histológi=s: 
Fijaci6n de la muestra histológica en fonrol bUffer -

neutral y secciones de parafina de 6 micras. 

a) Desparafinar e hidratar 
b) Te5ir en solución carlx>l fucsina durante una hora 

al l%. 

e) Iavar con agua corriente 

d) Decolorar con alcohol ácido hasta que las prepara-

ciones tornen color rosa ¡;:álido 

e) contrastar en solución de azul de metileno 

f) Deshidratar y rrontar 

Resultados : Los bacilos no tifi.en colar rosa mexicano 
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II. - Proce:limiento para . f:cotis: 

al Hacer el. exten:lido y dejar secar al aire 

· bl :El.jar con calor 

c) Teñir con fucsina durante 5 minutos calentamo 3 

veces 

d) Decolorar oon alooh:>l ácido al 5% hasta que no sal 

ga más rojo 

e) Teñir oon azul de metileno durante un minuto 

Resultados: I.os bacilos se tiñen· de color rosa, esta 

tinci6n sirve para el estudio del Wice bacteriol&,J_l,, 

ce. 

2.- TEx::tUCA DE FITE FARllCD. 

En el año de 1938 Fite y Faraoo preparan la tl!cnica 

que lleva su n::mbre, ¡:ara organismos ácido resisten

tes. Esta tá::nica es la que se utiliza en el Centro 

Dermatol&,¡ico Pascua con excelentes resultados en ~ 

dos los cortes histoló:J'icos de los pacientes enfer-

rros de lepra. 

I. - PrOce:limiento : 

a) Despa.rafinar los cortes en una soluci6n de xilol, 

aceite de olivo en dos cambios de S minutos cada 

uro 

b) Escurrir y secar oon papel filtro 

e) Lavar con agua corriente durante 5 minutos 

d) Teñir en soluci6n carbal fucsina durante una rora 

e) Lavar con agua CXJrriente 

f) Decolorar oon ácido sulfúrioo al 1% 

g) Lavar con agua corriente 

h) Contrastar oon una soluci6n verde luz 

i) secar las preparaciones con papel filtro 

j) Pasar directamente a xilol y rrontar 
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Resultados: Bacilos licido alcotol resistentes color ro

jo brillante y tejido conjuntivo verde claro. 

Harada propone una rrodificación del procedimiento, usando 

J.á p;rarosanilina y oxidaci6n con ácido peri6dico prolon

gado, tinci6n con la cual los bacilos se tiñen más inten

samente y a¡:nrecen en mayor número. 

3.- VERDE MAIJ\CUITA (8) 

Se colorea el bacilo con verde rralaquita al 1% disuel

ta en O. 2m1.. de acetato de buffer a un PH de 4 .3 y se 

deiostró la presencia de substancias l:asofílicas libe

radas del !:acilo, desp.iés de haber sido calentado a --

60cC. Estas substancias son lípidos derivados de la -

oxidación de ácidos grasos iiisaturados. Esta colora-

cién ro hace diferencias entre el l:acilo vivo o nuerto. 

4 .- CARBOL-FOCSillA-NIG110S~ 

Sirve p;ra observar la rnanbrana del bacilo. Se fija -

el frotis a color, luego se ex:p:>ne a carl:ol-fucsina -

¡:or 5 minutos a 370C y ¡:osterionnente se oontrasta con 

nigrosina, observán::lose en el microscopio la clipsula -

del bacilo con bordes bien definidos. 

5.- SUDAN III (66) 

la :imp::>rtancia de este tip:> de a:>loración, estriba en 

que casos considerados clínicamente caro irxletennina

dos, revelan histol6gicamente que son leprcrratosos d~ 

bido a la presencia de lípidos canponentes del l:acilo. 

6 .- MDIFICACION DE QJIDAACION DE FON!Xl DE LA TEI:NICA - -
ZIEHL-NEELSl'N EN LA IDEtlrIFICl\CION DEL M. LEPAAE 

El Dr. Sic¡ueira (1982) analiza la tinción con azul de 

metileno en el método de Ziehl-Neelsen, y propone una 

m:xlificación en la técnica: alcalinización concanitan 

te de la soluci6n acuosa típica de azul de metileno, -

añadiendo algunas gotas de una soluci6n de hidróxido 
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s&!ioo 1:500, sobre el ¡:orte a teñir. Se obreriran -

con esta t'ecnica: a) ma}<)r período de validez de la 

soluci6n; b) ausencia de precipitado en· los ¡:ortes; -

e) una visuali2aci6n ma}<)r del substato; d) ma}<)r oon 

traste entre el sustrato y los bacilos. (3) 

7 .-MlDIFICACIONES DE TECNICAS DE TIN'.:ION 

Ios Ores. Harshadrai y SUhlash, oompararon un rnétcrlo 

de fluorescencia oon el rnéto:lo Fite Faraco, para de

tectar micrcorganisrros ácido resistentes en cx:>rtes -

de biopsias incluídas en p>rafinas obtenidas de pa

cientes de lepra. Se estudiaron 50 caros y el mét:odc> 

fluorescente fué mejor que el Fite Faraco. su superi~ 

ridad fue evidente en casos en que los 00.cilos eran -

muy escasos. La microscopía de fluorescericia p.iede -

usarse también p:u-a det~inar los írrlices l:acteriol6-

g:i= y norfol6gioo. La facilidad y rapidez de la mi--· 

croscopía de floorescencia parecen ser grandes· venta-

jas. (31)' 

Es irn¡:ortante sefialar que se describe una técnica en la 

cual se anplea azul soluble en lugar de azul de rnetile

no convencional caoo colorante de contraste en el proc~ 

d.üniento de Ziehl-Neelsen. Esto aumenta la intensidad 

de la coloraci6n azul de los contaminantes no b3.cteria

nos, y por esto la técnica resulta de gran utilidad pa

ra se:ruir el progreso de la p.irificación a p;irtir de -

tenido infectado. (65) 

Se hizo un estudio de canp>raci6n de 3 procedimientos -

de tinci6n ¡:or el Dr. COllons, utilizando el mébxlo - -

Ziehl-Neelsen, el de auran1ina y de la planta~tenamida. 

El número de bacilos teñidos fue ma}<)r oon el teñido -

¡:or el mr.todo de la planta-metenarnida que oon los otros 

métodos. Las cuentas de bacilos teñidos ron auramina -
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no fueron tan altas pero sí roa:tares que con el. método 

Ziehl:..Neelsen·. Ias ·dos métádos anteriores· delinearon 

claramente la pared· de los bacilos y facilit6 las - -

cuentas especialmente cuan:lo las sus¡:ensiones· bacterie_ 

nas contenían muchas globias. (78) 

8.-FDll/EB 

F..s importante mencionar en esta secci6n,. el proce::li-

miento de tinci6n fluorescente con diacetato de fluo

resceina y branuro de etidio y que son el pro¡:6sito -

de esta tésis; permite medir la viabilidad de las baE_ 

te.rjas. Ias células viables se tiñen de Verde, en 

tanto que las no viables de rojo. (25) (50) (49) 

En sueros de p;icientes lepranatooos p:>r me.iio de una 

tknica de precipitaci6n con polietilen glicol, se -

encont:r6 a rnicroseopía de luz aburtlantes bacilos lle!_ 

do-alcoh:Jl resistentes similares a los observados en 

la piel de estos p;icientes y se observaron entreos y 

fragmentados. La diferencia llamativa entre los tac!_ 

los del suero es la ausencia de una bomda transverSal 

lo que sugiere que los. bacilos del suero no están en 

fase de divisi6n. (31) 

9. - PRUEBA DE ADENJS!ll TRIFOSFATO 

Recimtemente, se ha utilizado para conocer la viabi

lidad bacilar la prueba con l\denosin Trifosfato, que 

es un método que pue::le desarrollarse en pocas toras y 

a un costo rnuch::> más bajo, ya que con la técnica del .. : 

cojinete plantar del ratón ¡nra obtener resultados, se 

requieren de 8 a 12 meses. (41) (25) 

ras niveles normales de ATP son de l. 09 a l .38 pico-

granos por un mill6n de células. En estudios heclx:>s -

con ¡:e.cientes 00.jo tratamiento con DOS, ro se detecta-



25 

ron niveles elevados de l'lrP y al inocularse· a la al

mohadilla plantar, los bacilos. crecieron. Toao esto 

sugiere que sería un método para detectar pacientes· 

resistentes· a la dapsona.('15)'(16) 
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ESTl\llCl l\Cl'll1\L DE IDS CULTIVOS 

CJLTIVO DEL M. LEPRAE: 

Muctx:>s fUeron los intentos para realizar el cultivo del 

bacilo de Hans en. Para ello se han anp1eado prácticamente "' 

todos los medios artificiales conocidos, algunos elal:orados 

selectivamente ¡:ara tan e><igente gfu:rnen. 

Así venos al principio una narcada tendencia a cultivar 

en los medios propios ¡:ara el bacilo de !<Och. Otros .anplea

ron atmSsfera con coroentraciones químicas variables, dife-

rentes atmósferas de ox1geno, anlúdrido carl:ónico, sangre, -

etc. 

En 1958, el comité de Bacteriología y Patologfa del VII 

Congreso Internacional de Lepra, presenta ¡:or primera vez un 

programa de trabajo ¡:ara producir un medio de cultivo ad~ 

do,pero los resultados de estos trabajos fueron desalentado

res .. 

En 1970, el Comité de E><pertcs de la Lepra de la OMS, -

aconsej6 el uso de las siguientes pruebas ¡;:ara el reconoci-

rniento del M. leprae obtenidos de medios de cultivo sintéti

cos. 

l.- Inoculación en la almohadilla plantar del rat6n. 

(Shepard 1960) • 

2. - Dxidaci6n de 3, 4 dihidroxifenilalanina (DOPA) • 

Prabhakarán en 1966 encontr6 que el M. Leprae oxida 

la DOPA a productos coloreados luego de incubaci6n 

¡:or 15 a 30 minutos. El producto coloreado es el -

indol-6, 6 quinona y la la:::tura se realiza por es~ 

trofotcmetrfa. I.a OMS recomienda esta prueba para 
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coilf:!J:maci6n ·del. resW.tado del' cultivo y se· le asigna 

iJn<ortancia a la OOPA axidasa en el metalx>lisrro del -

kaóilo¡ l'.'ª que ~te se reptoduce· en· tejidos rioos en 

esta enzlma. 

3 • :... Prueba de la lepn::mina 

4.- Identificaci6n serol6gica 

s.- Inoculaci6n en el· armadillo (Kirchhemer y Stress, 

1971) 

6.- Se discute una se><ta prueba propie:lad de la piridina -

¡:ara e><traer la ácida alcorol resistencia del M. leprae. · 

Skinsnes y Cbl. exam.ina=n las propie:lades de la piridina 

sob:e la AAR del M. leprae y de otras cero ce¡;as de micobacte

rias. IDs hallazgos estuvieron de acuerdo a p.iblicaciones an

teriores excepto que también p.ido ser extraída la AAR del M. -

snegmatis y M. phlei, tratados con piridina p:>r :los roras. El 

hallazgo m§s mp:>rtante fue que la Ca¡>Jcidad ¡:ara extraer· la -

AAR estaba relacionada con la edad del bacilo y probablemente 

sea una característica de los bacilos no viables. El M. leprae 

desarrollado in vitre en un me::lio joven, mostró resistencia a -

la extracci6n oon piridina las prllreras sananas, pero oonfonne 

el cultivo envejecía, la extratibilidad de la Al\R era una propi~ 

· dad de los bacilos viejos y m viables y cano tal esta prueba no 

es definitiva p:ira determinar si se ha. cultivado o no in vitre 

el bacilo de Hansen. (27) 

En el X Congreso Internacional de Leprología (Bergen 1973), 

Pattyn present6 su trabajo sobre el problema del cultivo del M. 

leprae basado en la investigaci6n del artículo p.iblicado en los 

10 años anteriores y desp.Jés de hacer una crítica detallada con

cluye afirmando que los resultados han sido desalentadores y que 

la soluci6n del probl.ana se podría lograr con el comcwento y 

ccmprensi6n del medio ambiente intracelular y las posibilidades 
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metal:6licas del M. leprae partiendo de técnicas bioquímicas, 

histoqu!micas y ultrarnicrosc6picas. 
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orF0S J:NrEID'OS DE MEDIOS DE CULTIVO 

MEDIO DE MU!lOS!l11SHJ:-YOSHIDA (1973)" 

En 1969, los autores desarrollaron el malio M-Y oonstitu~ 

do ¡;or: fosfato ironopotásico, fosfato disódioo, aSP'l"agina, e! 

trato de s:>dio, sulfato de magnesio, cloruro de calcio, gluco

sa, yeast RNA, glicerol, all::únina l:ovina, fracci6n V y agar al 
uno ¡;or mil. (62) · 

En este medio obtuvieron muy escaso desarrollo, por lo -

cual en 1972 lo noclificaron llamándolo M-Y lld. Para ello, -

quitaron el glicerol, aU'llentaron los fosfatos y sulfato de maa 

nesio e incorporaron piruva to de sodio • Con el producto obte

nido de ese cultivo, realizaron sub::ultivos y se obtuvo un an

tígero con el cual se realizaron pruebas cutlineas dando reac

ciones muy slmilares al test de la lepranina. 

Al medio M-Y d, se le pualen formular las siguientes cr~ 

t:icas: a) rolo se realiz6 = pruel:a ¡:ara identificar el - -

test de lepranina; b) la falta de p.lhlicaciones hace dudosa -' 

su efectividad. 

MEDIO DE SKINSNES y OJL. La-3 Mooium (1975) 

Ellos derostraron gue la concentraci15n del. M. lepra.e en -

tejidos' humanos está relacionada con la ¡;:resencia de muco¡:oli

sacSridos :leidos en el hués¡:ed; al misrro tien¡:o, el :leido hia

lur6nico, al realizar la técnica de She¡:ard, pronueve el creé.!_ 

miento si se usa en el in6culo y en el sitio de la inoculaci6n. 

También se observ6 glle una soluci6n salina de :leido hial!!. 

r6nico, mantiene viables a los bacilos p::>r varias senanas en -

refrigerador a 370C.. En re.se a estas observaciones se desarro 
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116 el medio LA-3 CXllllpuesto ¡;:or: biffer fosfato, glicerina, -

!leido hialw:6nico; al.l:Cimina bwina fracci6n V,. extracto de 

levadura y pmicilina G i:ot&ica~ 

El crecimiento inicial en el: ma:lio IA-3; requiri6 al- -

re:lalor de 6 senanas, pero luego se re::lUjo a dos sananas U5a!!,_ 

do cantidades rna.yores del medio y se desarrollaron n\.'UterOsas 

colonias amarillo-anaranjadas, 

Ios autores oonsideraron que el b:icilo desarrollado es -

el M. leprae ¡:or: a) requerimientos nutricionales de .§cido -

hialur6nico ¡;:or el M. lepra e; b) varios cultivos con similares 

características han sido aislados de pacientes con lepra le~ 

natosa; e) incapacidad de sub::ultivar cultivos aislados en los 

medios usuales para cultivo de microbacterias: d) los bacilos 

aislados de los cultivos, dan ¡:ositiva la .inrn.lnofloorescencia 

con suero de enfe.rrros con lepra leprcrratosa. 

Pero Skinsnes no realiz6 tcxlas las técnicas necesarias r~ 

cx:rnendadas ¡;:or la CJl.IS, para el reconocimiento del !:acilo de 

Hansen obtenido en ma:lios de cultivo sintéticos.(52) 

En reciente trabajo de Prabhakarlin, afiona que: en los 

estudios que ellos realizaron han encontrado que el M. leprae 

¡:osee una habilidad característica pira utilizar ciertas su~ 

tarcias que son importantes para la funci6n normal de los te

jidos de la piel y los nervios. Estas substancias son deriv~ 

das del ami.N::>Scido tirosina. Eh los tejidos específicos, la 

tirosina se convierte en DOPA y la OOPA en sus derivados: do

pamina adrenalina y mradrenalina. Pero concluye diciendo -

que esta hi¡:6tesis de especifidad de tejido del M. leprae ne

cesita m&s ccmfirmaci6n. f67) 
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El M. leprae sigue presantamo dificultades ¡:ara ser cul

tivado in vitre, pero a lo largo .de la historia veros caro d"!!_ 

pués· de 1970 cuando la ar•s recanienda las técnicas necesarias 

para el· reconocimiento del· bacilo, se, despierta en los investi 

gadores una inquietud cada vez mayor. 

Durante el último congreso de la Lepra en México (1972), 

el taller de trabajo sobre la microbiología del M. leprae ac

bJaliz6 los concx::imientos microbiol6gicos actuales del M. - -

le¡:rae y los criterios a aplicar en caso de su ¡:asible culti

vo ;in vitro. Fstos criterios son los siguientes: la técnica 

debe realizarse con éxito en una prop:>rci6n signif9tiva de 

ensa}'Os con material rico en bacilos proced.ente de animales o 

lumBnos. La multiplicacWn debe ser Significativa. El proa!':. 
dimiento de aislamiento debe realiz.arse con éKito en un ¡:or

centaje elE!lrado de intentos cuando se utiliz6 material rico -

en bacilos proce:lentes de ¡:a.cientes sin previo tratamiento o 

anllna.les. la !1Ull.tiplicaci6n debe ser regular y significativa 

(teniendo en cuenta los errore.s ex:perimentados y ¡:osibles ar

tefactos de las t€cnicas utilizadas). Igualmente, debería d~ 

rrostrarse que los bacilos p.Jerlen ser pisados sucesivamente de 

forma indefinida. (St) (27) 

Entre los criterios utilizados p;u:a darostrar la identi-. 

dad, están las siguimtes: todas las cepis crecidas in vitre 

deben ser idénticas y no sólo en la mayoría, sino en todas -

las características. las ce¡::as deberán ser idénticas en ac¡u~ 

llos antígenos de M. leprae que contengan determinantes espe

cíficos. 

IDs aislados deben p:Xler diferenciarse de otras especies 

de micobacterias con:x:idas. las cepas deben canp::>rtarse en -
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pacientes hunaros igual. gue el M. leprae derivado de tejido 

mlmano. · suspensiones· starxlard de ~anisro.Js muertos prepa

rado del. cultivo, ae00n· dar reaCciOnes negativas en· las fa

ses lepranatosas y positivas en· las tuberculoides. Ia pa

re:'! celular de las cepas cultivadas deben parecerse guíroi~ 

rrente al tejido derivado del. M. leprae. se debe mostrar -·· 

una rorología elevada cnn 11. leprae derivado de tejidos.; (63) 

CUltivo in vitre del rnycnbacteritm1 X procErlente de te

jidos infectados con M. leprae en un merl.io de acetona-dime

til sulf6xido tetradecano. (Dr. Kato en 1983). Se cultiva

ron cepas de micobacterias aisladas de tejidos hunanos y a=:_ 
rradlllos infectados con M. leprae en el me:lio mencionado. -

se desarroll6 a 38oC. una emllsi6n fina y a la rnicroscnpía 

se rnostr6 una lenta pero abundante multiplicaci6n de baci-

los ácido resistentes. Durante los 2 a 3 ineses siguientes 

de iniciado e1 cultivo, alcanzó su meseta. Ios cultivos -

y los subcultivos en los cojinetes plantares de rat6n prod!:!_ 

cen una rnultiplicaci6n similar a la obte¡ida por inyecCi6n 

de M. leprae aislado del humano. Los cultivos han sido de

naninados tentativamente Mycobacteriun x. Ia relaci6n de -

este y la patología de la lepra no está clara. (41) 

Los Ores. Matsuo y Tatsuka"" han intentado un cultivo 

(1983) celular del M. leprae, añadiendo agentes re:luctores 

caro glutation reducido, DL cisteina en §cido hidroxiclo-

rhídrico y ditiotreitol al medio de cultivo y =n una ten-

. si6n de oxígeno reducido. Durante un período de 5 años, -

se observ6 un ligero aumento en el número de bacilos ácido 

resistentes. Sin enbargo, la viabilidad de los bacilos ob

tenidos no ha podido ser ccrnprobado cnn la tl!cnica de al.- -

rnchadilla plantar del rat6n. (56) 



INXlJL1\CION DE LEPRA A IDS lUllMl\LES 
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A partir del descubrimiento del M. leprae ¡;:or Hansen, 

irmumerables tentativas de inoculación fueron llevadas a -

cabo, principalmente en el lombre para determinar si la -

enferrnerlad se transmitía ¡:or contagio o era hereditario. 

(27) 

A1mitida la contagiosidad de la lepra, ro ¡;:or el re-

sultado de las inoculaciones (que sienpre resultaron dudo

sas o negativas) , sino ¡:or los datos epideniol6gicos; dos 

notivos principales continuaron estimularxlo a los investi,..¡ 

gadores para encontrar el animal id6neo; el deseo de tener . 

un recurso biol6gioo para la confinraci6n de ciertos diag

nSsticos y la necesidad de esclarecer la pa togenía de la -

afecci6n. 

Así se anplearon numerosos m::rlelos animales: perro, -

gato, cerdo, caballo, rrono, rat6n, hamster, conejo, galli

náceos y nuch:>s otros, tent.án:lose con diferentes inóculos, 
vías, té::nicas. 

A partir de 1960, dos animales se diSp.Jtan el privile

gio de permitir el desarrollo del M. leprae: el rat6n y el 

armadillo. Gracias a ellos, la leprología avanza y más en 

el cam¡;:o de la bacteriología. 

1.- LEPRA EKPERJMEmAL EN EL Rl\'.IDN 

Se sabe desde 1957 que el M. leprae crece en la alJroha 

dillo plantar del rat6n, pero las con:liciones requeridas -

para tener resultados significativos no fueron claras sino 

hasta 1960 (Shepard) • 
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los resultados en el. rat6n·normal son consistentes· y 

con bueOOs resUltados~ · En W1a revisión .realizada en· Atlan

ta, hanostrado que el" M. leprae se ha. aislado de 404 mues

tras y los resultados han sido exitosos; se i::::oilservan varias 

ce¡:as y la más vieja tiene nás de 11 años. 

Rees y Col. (1966, 1967, 1968), denostraron que otro ~ 

delo t1til es el ratón timecotanizado e irradiado (T/900). 

En la infecci6n con M. leprae del rat6n no:onal, no se repro

ducen fielmente much:Js aspa:tos de la enfermedad humana, en· 

el ·timecotanizado e irradiado, en cambio, se desarrollan in

fecciones lepranatosas que tienen muchas de las característ!_ 

cas de la enfermedad lepraratosa en el h::mbre. (27) 

Se ha establecido que la transnisi6n del M. leprae al -

ratón, requiere de técnicas exactas y meticulosas, lo que la 

race acx::esible para ¡:ocos lal:oratorios en el mundo. Han si

do descritos varios métcxlos p;rra contar bacil9s.· El rontoo 

tacteriano se h:lce en suspensiones de tejidos. 

la tanperab.lra de control en las habitaciones de los ani 

ne.les, es de suma imp:>rtancia.' A 20oC. ambiente la tan¡::era-

tura de la ¡nta del rat6n es de 30oC. pero varía de acuerdo -

a la actividad del anhral. Con respecto a la timecotom:ía, -

€sta del::e realizarse cuando los ratones tienen de 4 a 8 sem

nas. Desp..1és se dá una d6sis de radiaci6n de 900 a 950 r. -

Dichos ratones quedan con una depresión inmunol6g ica de larga 

duraci6n, espe:::iahnente de irununidad celular. 

La curva de crecbniento del M. leprae en el rat6n rormtl 

inoculado, fue dada ¡:or Shepard y Me .la.e (1965). Con el in6-

culo usual de 5 x 10 b3cilos, la curva tiene 3 fases. Una fa 
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se de estancamiento. que dura. 90 .días,· luego una fase de ere-· 

c:imiento o multipl.icaci6n logaríbnica·de 60 a 100 días,.du-

rante la cua1 los bacilos·realizah una división binaria r.~ 

lar y finalmente, la fase en· la cual en número de !:acilos -

disninuye lentamente hasta agotarse. 

En el rabSn normal durante las dos primeras fases, los 

!:acilos se localizan en los fibroblastos. Ia fase logarít

mica ternú.na abrupt.amente con la a¡:arición de un infiltrado 

oon macr6fagos y lifocitos. El cm.dro histollSgico recuerda 

la lepra J::oderline. 

En los ratones timectanizados e irradiados, ocurre lo 

rnisrro que en los nonnales, hasta el fina.l de la fase l.o:Ja

r1tmica. En ese nonento, la resi?Jesta innune local es tan 

atenuada que la multiplicaci6n l:acteriana puede continuar -

aunque a una velocidad re:lucida. Se desarrolla una enferme

dad local, senejante a la enfermedad lepranatosa y se disani_ 

na a otros sitios. 

Una vez lograda la infecci6n através de la almohadilla 

plantar del rat6n, se tuvo la o¡;ortunidad de probar la res

puesta al tratamiento en forma experimental. Se prov6 la -

actividad de la Rimfampicina y de la acedaps:ma en el rat6n 

y se realizaron ensayos cl1nicos en el hcmbre.. Se concluy6 

que la Rimfampicina es de acción bactericida rtipida, ya que 

administrada al 0.03% en la dieta del ratón durante 2 días, 

p:trece destruir la ma.yoría de los bicilos; en cambio, la -

dapsona ..,ra lograr el misno efecto bactericida debe ser ad 

ministrada aurante 60 a 90 días. 

E.studios de Rees en 1967, establece la e>cistencia de 

Cep3.S resistentes, tanto a la DOS cono al Thiarnbutosine y 
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la inoculaci5n en la almohadilla pldntar del rat6n es el pri . . -
mero y único: ml!'ot:odo i;ara esbablecer la apu:ici6n de ce¡:as de 

M. leprae resistentes. 

Ia aparici6n de resistenclli a la DDS no es canún, las -

ceras resistentes· han aparecjdo por lo menos durante 6 años 

de tratamiento y la resistencia a drogas en lepra no debe es:... 

perarse antes de los 3 años, ya que el índice generaciOnal del· 

M. leprae es de 12 a 13 días y el índice generacional· del. m

cilo de ~h es de 20 horas, p:>r esto la resistencia en· el M .. 

Tb . ocurre desp..iés de los tres meses de tratamiento. 

El ¡:atr6n celular de respuesta es distinto en· el rat6n 

rormal que en el timectanizado y radiado con 900 rads. En el 

primero, a los 20 meses o desplés los cambioS histol.6g~cos ~ 

rresp:uilen al l:oderline de la lepca vista en el h::mbre, mien

tras que en el tirnectornizado y radiado =n 900 rads, . a los B 

meses el cuadro histol6gico. es idéntico al visto en pacientes 

con lepra lepranatosa. 

Por lo visto, la ilx)culación al "ratón tiene gran valor -

en la lepra e" la actualidad, ya que: 

l.- Permite determinar el tiempo de generaci6n del M. 

Leprae. 

2.- Permite determinar la correlaci6n entre el aspecto 

. morfol6gicc del mello (índice 1'brfol6gico) e inf~ 

tividad. 

3 .- Constituye el retado más sencillo ¡:ara ensayos con 

nuevas drogas. 

4 .- Constituye el método que nos permite determinar la 

aparici6n de resistencias a drogas. 



5 • - . Proporciona da tos coilcretos robre. la· patogénesis de. · 

la infecci6n ".lepraSa.' . 

En reláci6n a la viabilidad se ha danbstrado, gracias al . . . 
mcxlel.O eiq,erimental en· el. ratón; :.que ¡;uede pennanecer activo. · 

fuera del paciente hasta 10 días¡ incluoo mas. 

También han mostrado su receptividad a la inoculaci5n -

las ratas Lewis timectomizadas neonatalrnente y las ratas a~±_ 

cas conglmitas. 

Ratones desnlrlos genli!ticamente atímicoS, son mu.y susce~ 

t.i.bles a las infecciones p:>r M. leprae; esb.Jdios previos han 

¡;uesto de manifiesto esto. 

En 1983 ,' el Dr. Lancaster, demuestra que la inoculaci5n de 

la almohadilla plantar del ratón desnudo, con distintas canti
dades de inoculaci6n, provoca un crecmuento del bacilo hasta 

alcanzar 108 bacilos ¡:or alrrohadilla plantar. !lul:o disemina-·· 

ci6n de la infecci6n aproxwdamente 10 meses· des¡;ués de la -

inoculaci6n. (54) 

2.- LEPRA EXPERlMENI7IL EN ARMllDll.ID 

En armadillo de nueve bandas sigue sien:lo el animal mas -

im¡;ortante para la producci6n del M. leprae. 

Es un mamífero del orden de los desdentados y familia de 

los dasip:>lidos. El género Dasypus N::lvan::intus fue ei- primero 

de estos animales utilizado para la inoculaci6n del M. lepr11e. 

Mide de 35 a SO cms. de longitud (con cola de 70 a 90 cms.), "' 

pesa de 3 a 6 kgs. con nueve anillos rnólJ'iles en la ooraza- y 8 

nolares en cada mandíbJla. Habitan en Brasil, Paraguay, Gaya

nas, Texas. la camada standard es de 4 cachorrillos que deri

van de un simple huevo fertilizado, todos oon del rnisno seKO y 
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a:intienen id&itica serie de genes. El ¡;:eríodo de gestaci6n 

p.iede ser hasta de 20 meses·. Viven en cuevas, se alimentan 

de hietba.s e inse:::tos, con una tanj;:eratura cor¡:oral de 310C 

y un pranedio de vida de 10 años. (Bl) 

Diversos autores entre ellos Storss y Kirchhehrer~ pra~ 

ticaron diversas inoculaciones con M. leprae extraídos de en 

fenros lepranatosos. El inóculo contiene lO'J:acilos par e.;;-. 

y se inyecta en sucesivas etapas de la vida del ani..ial, p.i-

diéndose utilizar para ello las vías intradénnica, sub::utá

nea, intraconjuntival, en la mucosa nasal e intravenosa, pa

ra aprovechar la disemina.ci6n henat6gena; observando e1 de-

sarrollo de lepranas con gran multipl.icacilSn bacilar al cato 

de 14 a 18 meses. (45) (46)' 

Las o::municaciones rrostrala.n inclus:> que el M. leprae, 

cuando desarrolla, lo hace en forma más grave en el armadi

llo que en el humano, dado que se encontr6 net.m.Jni tis lepr~ 

tica e infecci6n en es6fago y meningitis, adarás se oompro
rneten casi todos los 6rganos: hígado, bazo, mé.lula 6sea y -

ganglios linfáticos. Posteriormente se enpezaron a utilizar 

estos misrros lepraros, caro fuente bacilar para nuevas ino

culaciones o:::>n b.ien::is resultados. (27) 

Eh o~os estudios, el Dr. Portillo y OJl., consideran 

que la !:aja temperatura del armadillo tiene relaci6n a:in la 

deficiente res¡:uesta inmunol6gica dado que observan que la 

transformaci6n linfocitaria 11 in vivo" frente a agentes mi

t6genos, se veía deprimida a medida que disninuía la tempe

ratura a que eran sometidos. 
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Corwi t J. · y COl. ; practicaron la :inoculaci6n del M. .l"I'.rae 

al annadillo· aut6ctono venezolano, el Dasypus sabaníocla, obte

nierKio a su·vez i:'esUltados exitosos. 

Tambi~ se han iroculado Dasyp.is híbridos en Argentina p:>r 

Baliña y Col., que se reproducen más fácilmente en cautiverio. 

(25) (27) 

Algunas áreas, p:>r ejanplo Florida, ¡are::en estar libres 

de la infección. (25) 

La Dra. Storss, present6 en el "W:>rksh::>p11 sobre a:rmadillos 

de caracas el hallazgo de 41 armadillos silvestres con lepra l~ 

pranatosa y el infiltrado lepranatoso en las vísceras del ani-

mal era aGn más severo que las del inoculado. (27) 

El Dr. Gerald, e.ncontr6 en Iouisiana, 49 axnadillos positi

vos sobre 691 anima.les estudiados. En Texas, uno sobre 49 arn:a

dillos y en Mississipi uno sobre 40. Recientemente, se ha des

aibierto en Mé>cico un annad.i.llo ocn infe::ci6n natural. (38) (27) 

Es interesante que el, arrradillo sea un reservorio natural 

de la Lepra; una enferme:lad que hasta hace pxo se admitía caro 

exclusiva del ser h"""1TO y ro se descarta la p:isibilidad de OC!!_ 

tagio de annadillos inoculados, sea pard6gico que un animal sea 

!:acilo de Hansen en un país donde la lepra ha llega:lo de otro 

Continente. 

IDs arn-adillos contagiados son los arumales ideales ¡ara 

tener ab.mlante material l:acilar para innuroprofilaxis e inrnu

n:>terapia, ¡:or presentar la forma clínica gue sianpre es le

promatosa, aunque en 1982 Job y Col. obtienen un ai:madillo con 
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lepra dhrorfa •.. (38)' . 

LEP.R:lMINA DE l\PMl\DILIO 

se· puede pre¡:ru:ar lepranina bacilar de annadillo abteni-' 

da de lesiones infiltradas en sitias· de inaculaci5n, ya que el 

amaclilla tiene más de 106 bacilos :¡Dr gramo en· tejida de h1ga 

go, baza a n5dula linfático a las dos años de la inoculaci6n. 

Un grano contiene un miligrarro de b:icilos. SOn susceptibles· de 

la iroculaci6n un 80% de los animales y aún aumentando la d6sis 

del in6culo o enpl.eando otra v1a, no var:ia el :¡Drcentaje de a"! 
males contagiados. (6) (25) 

La leprc:rnina de armadillo nos da respuestas rrayores, :¡Dr 

ser más antiglmica que la l epranina humana • 

ASP=s CU1\Nl'rrATIVOS DE Ll\ INFECCION ElCPERJMEl'll'AL EN 

J\RMl\Dn.IDS 

El Dr. Kixchheimer en 19S,O, hace un sumario de sus expe

riencias caro sigue: el :¡Drcentaje de arnadillos que desarro

llan Lepra diseninada, depende del =so de la 1nf:ecci6n y del 

tien:¡D; y se dir1a que un 50% de los annadillos de nueve ban

das infectados intravenosamente con varios cientos de millones· 

de M. leprae, pueden producir su:nas de billones lo9 de M. le

prae por grarro de tejido dentro de 12 meses apraxhnadamente y 

se acerca al 100% en dos años. (7) (47) 



INJCUU\CIONES EN PP.llo!ATES 

ro· ~s reciente en el terreno de las inoculaciones, son 

los reshl.tados obtenidos en pr:imates~ Ya en 1978, Lennlnger, 

había obserVado en· un chimpancé de Sierra Leona, una rnioob:i~ 

te.riosis s;imilar a la lepra, ad~ida en farrra natural rea

lizándosele necropsia a su muerte, siendo los 00.cilos y las 

lesiones idénticas a la Lepra. (Dl) (38) 

Meyers en 1979, ·encuentra en un rrono Mangabey (Cercoc~ 

satis) procedente de Nigeria, una enfermedad similar a la l~ 

pra humana y en 1980 inocula con material de este nono dos -

rronos Mangabeys más y otros dos con !:acilos de armadillo, -

inoculado este con bacilos de lepra huna.na y de los 4 rronos 

inoculados, 11 meses desp.i!is hay generalización en todos, -

ron bacilos que son inidiferenciables de M. leprae. (38) 

Gary en 1985, inoculó un nono Mangabey intravenosamente 

e intracutáneamehte, con M. leprae aislados de otro rrorx:> man

gabey con lepra adquirida en forna espontánea. El nono desa

rrolló lepra generalizada 46 meses después de la inoculación. 

Ia necropsia reve.16 severos infiltrados lepranatosos en piel, 

en mucosa nasal, en nervios periféricos y testículos. los 

6rganos interoos se afectaron al rnínllro. Las lesiones encon

tradas en la" necropsia fueron muy similares a las. observadas 

en caros hurmnos de LL sin tratamiento. Ios hallazgos refu~ 

zan la utilidad de los nonos nangabey cano modelos animales 

¡:ara el estudio de la lepra lepranatosa. (28) 

fu 1985, un caso de lepra adquirida de fonna natural en 

un nono ~gabey estudiado por Wayne y Col. se encontraron 

los hallazgos histopatológicos del tipo lepranatoso, el ag"!!. 
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te etiol6gico; se identific6.ccrro M. leprae en base a los . . . 
e:iguientes· criterios: invasión ·.de los ner:Vios; propi~

des· tintoariales~ hallazgos· al micróscopio electr6ni~, -

incapacidad de crecer· ert" medio~ micróbacteriol6gicoS, ac

tividad DOPA- oxidasa positiva, reactividad a la lepranina, 

pa.trones· de infecCión en arrra:lillos y ratones, sensibilidad 

a las sulfonas y lxmología del DNA. Y se pens6 que este -

an:irnal adquiri6 la enfermedad de un p;ciente con lepra act!_ 

va. El mono mangabey es l.a tercera especie an.im>l rep:>rta

da p;ra adquirir lepra por infecci6n natural. (B'6) 

Siguierilo estas experiencias, se han conseguido Ur.lbiél 

inx:ulaciones positivas en el memo verde africano y m::>no -

Rhesus con bacilos procedentes de Mongabeys. (38) 

crearos que los primates son de gran interés, pues su 

sistaTia inmunitario es nús similar al humano que el de rate_ 

nes y armadillos. 
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PERSPl!CrIVAS EN U'\ IlMJN:'.JIOOIA DE IA L..1'PRA 

IDs estwios· :inmuno16gicos hm· sido objeto de una inten· 

sa · inves~_igaci6n durante los úl t.imos 15 a~os ~ Se· han conse

guido llnpcirtantes · progresos en· determina:las áreas y se están 

acumulando pruebas que a¡oyan los con::eptos aquí exp:iestos. 

POde:ros observar, en· el eje de abscisas, el tif311¡X) de -

e>q:esici6n y en el de brdenadas la resistencia de la inmuni 

dad medida por células. · (81) 

La idea sugiere que entre las perronas expuestas, la 

gran mayoría p:irece desarrollar una respiesta inmunológica 

eficaz lo suficientemente rápida' para detener la infecci6n 

originada por el M. leprae, antes de que se transfonne en 

una infección clínica manifiesta: esto constituye la infec

ci6n subclínica. &Slo en una miooría se manifiesta clínica 

mente la enfennedad. Hacia el extre:ro tuberculoide hay su

ficientes pruebas para sugerir que la resp:iesta irrnunol6gi

ca del M. leprae ·es la principal causa de lesiones, mien

tras que hacia el extre:ro leprorrotoso la infiltrac:i6n de -

las c!ilulas del lruésped es por acunulos de bacilos. (22) 

El deterioro neural de la lepra 

ya que es de origen de defonnidades. 

es de suma im¡:ortancia, 

Ia defonnidad suele -

originarse a partir de la pfutlida de la sensibilidad y de 

la funci6n nerviosa rn::>tora. 

los nervios dañados de los pacientes tuberculoides, es

tán deteriorados por infiltraci6n de c!ilulas inflamatorias, 

hay formación granulanatosa entre los nervios con, linfoci

tos, rnacrófagos y células epiteloides. Esta fonnaci6n gra-
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nulanatosa .se origina. a partir ._de los .ataques· inmunoló:]icos 

del· h.léspe:i- rontra los· bacilos, que. ~do son reconocidos 

p:>r el' sistema inmunitario del hu~sped, los. linfocitos T 
' son atraídos a e~s lugares· donde lil:eran unos factores lla-

nadas l:infoguinas, que a su vez· atraerán y activarán nono

citos para que maten y engloben a las J:acterias. Sin embar

go, este ataque tiene caro consecuencia distorsión y deterio

ro de las fibras nerviosas y de su función. Esto puede ocu

rrir en la reacción de reversa. Es irnp:>rtante ¡:or lo tanto, 

tratar a estos p;icientes lo más pronto ¡:asible, ya que la 

fUnci6n nerviosa es irreversible. (81) 

En el caso de la Lepra lepranatosa, el sistema innunita

rio del huésped no ataca a los !:acilos que están reproducii;n

dose en gran núnero dentro de los tejidos. Se sabe p:>r estu

dios previos, que este defecto i.nnunol6gico es muy específico 

¡ara el !:acilo de la lepra, ya que puede haber pacientes que 

resp:>ndan positivamente al B:G y al. PFD, pero que sen inca

!BCes para resp:>nder =ntra el .11. lepra e. 

Se ha sospechado que las células T, juegan un papel fun

damental en el defecto :i.nnunol6gico de la lepra lepromatosa. 

(58) (75) 

la. resp.iesta de las células T, p.ie:Je ser sul::dividida en 

tres partes: rama· aferente o fase inductiva, la fase central 

o reguladora y la fase afectara. 

Con respecto a la fase irrluctiva, saberos que las célu

las T no detectan los antígems p:>r sí misnos, s:ino que otras 
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células· · llamadas presentadoras .de antígenos · no incluym nono 

citos;: rnacr6fagos realizah esta fUnci6n; Las células de Lan

gerha.ils pertenecen· a esta categoría.· 

I.as células presentadoras de antígenos, tienen sabre su 

superficie antígenos derivados; en nuestro caso aei· M. ,_leprae 

que son ne::esarios para la activaci6n de las células' T, así 

corro una alta ocncentraci6n. (81) 

Podarás hay pruebas de que las células presentadoras de 

antígeros producen un factor que es la Interleukina l (lL-l) 

¡:ara la activación de una subclase de clilulas T con la con

siguiente liberaci6n de interleukina-2 (cuya presencia no ha 

p:idido detectarse en ¡:acientes ocn L. leprat'atosa), factor 

necesario ¡:ara la proliferaci6n de células T. (Bl) 

la activaci6n de las ctilulas T, conduce a dos fen6neros 

a una sul::clase de cl!:lulas T que se llana T2 que anpiezan a 

producir un factor necesario ¡:ara la proliferaci6n de c~lu

las T y produ=i6n de linfoquinas llamado interleukina 2. 

l\lgunas células llanadas T3, desarrollarlin receptores para 

la interleukina 2 y serán capaces de res¡x:inder. (81) 

F.stas tres funciones de las c~lulas T, corresp:>nden a la 

fase inductiva· que pre¡::aran a la fase reguladora, ya que las 

cfilulas T son controladas p::>r células T llamadas supce.soras 

y éstas células puaien interferir ocn la activaci6n de las 

células T de distintas naneras, ¡x:ir ejanpl.o: bloqueando la 

inducci6n de los receptores L-2 o bloqueando la producci6n 

de lL-2. (80) 
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La tercera ¡;ru:te de la respuesta de las clilulas T 6 fase 

. afectara, co:i:resj;onde al ataque sobre. er M. leprae.. Las célu 

las T, ·producen linfoqu:inas, que tienen· propie:lades quinotác

ticaS y atrae Iron:x:itos. _una de estas es. llamada factor acti 

vador de iracr6fagos {Ml\F) , que activa al noacr6fago para que 

destruya y digiera las bacterias englol:adas. (3.0) 

Ah:>ra bien, lo imp:::>rtante de to1o esto es saber lo que 

no funciona adecuadamente enla Lepra lepranatosa: 

1.- Puede ser que las célülas presentadoras de antígenas 

estfui canprc:metidas • 

2 .- O bien, que las c~lulas T carezcan de ra:::eptores ¡:a

ra los llg, de M. lepra e. 

3 .- Sin anbargo, la informaci6n indica que la falla está 

localizada a nivel central. 

4.- Finalmente, el Dr. Hareg"""in en l'dis AbeJ:a y Cbl., 

han denostrado que clilulas T de la forma lepromatosa, no pro

ducen Interleukina 2, pero si se les prop:::>rciona de origen 

el<i)geno, son capa.ces de originar resp.iesta. 

Estos hallazgos son muy importantes porque sugieren que 

los estudios sobre la naturaleza del defe::to irmuno16gico de 

la LL, pue:le lle1arnos a la tentativa 

dad :irmunol6gica de dictes pacientes. 

de restaurar· la capac,!._ 

(81) 
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INFEXION . SU!'CLINICI\. - FIA'•ABS . 

la deteci::i6n de la infecci6n su!x::línica; es· de gran :Un

¡::ortanciil para la Il'a:¡or ca'nprensi6n · epidaniol6gica ·de la le-· 

pra. (36) 

Se han conseguido avanceS muy significativos en esta área 

rne:liante ei· desarrollo de técnicas sercl6gicas esj;ie::íficas pa

ra el· M ~ leprae caro los enpleados · ¡:or Abe pionero en es te ~ 

po para detectar infecci6n subclínica ·en los convivientes y en 

niños enfermes menores de 2 años • son el FLl\-1\BS (pruel:a. de 

abscrci6n del anticuerpo florescente de la lepra) • Esta P"!!.e 

l:e. fue ¡::ositiva en el 100% de los p;icientes con lepra 00.cte

riológicarnente ¡::ositivos, un 80% en los caros tuberruloides y· 

en un 91.9% de contactos convivientes de enfernos de lepra. 

Rlr lo tanto, la sensibilidad y especificidad de la prueba 

FIA-ABS, sirve para la detecci6n de infecciones sul:clínicas. 

(25) (38) (57) 

El Dr. llaohong, exarnin6 857 pacientes con diferentes tipos 

de lepra y les practic6 la prueba F'L!\-ABS, conf irll'ando la es

pecificidad de esta prueba (1984). la cx:mbinaci6n de una pru~ 

ba FLA-ABS positiva con una rnitsuda ne;¡ativo pcrlría indicar 

una infecci6n individual ron M. leprae. La infecci6n subclí .. l 

nica p..ia:l.e no ser diferenciada de la lepra tanprana, pero con 

la prueba F'L!\-ABS, se p.mde hacer el diagn6stico. En áreas 

errlánicas, la prueba fue positiva en un 11.4% y 16.3%. (37) 

También esta prueba podrfo servir para detectar casos pr~ 

· o::)Ces, · ya que en un estudio realizado de FIA-ABS a 21 familia

res y contactos de pacientes con LL, fue p:isitiva en 4 casos, 

dos de los cuales desarrollaron lepra 6 meses despu~s. (,61) 
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ELISA - ANrIGENJ GLICOLIPI!Xl FJ:NOLJCO 

También' cont:arros aon otras pruebas específicas de gran 

valor. El Radioi.!imuooensayo de Harl:oe y el test ELISA, no

dif icado par Miller y BUchanan, o bien, el antígeno glico

lípi.clo fen5lico al que se reaonoce coroc> tínico y específico 

del M. leprae. Estos tests sero16gicos, recorocen anticuer

pos específic:os en mínimas concentraciones y ron de gran 

utilidad junto con la lepraninorrea=ión para detectar in

fecciones sul:clínicas y la evoluci6n de ellas, así caro en 

un prograna de control de la Lepra por la precocidad del -

diagn5stico. (25) (36) 

Investigándose la actividad serol6gica del glicolípido 

fenílico característico del M. leprae, el cual puede ser ob

tenido en grandes cantida1es del hígado de armadillos infe:::

tados, usan:lo la técnica de enzirras unidas a irnnunoabsorven

tes (ELISI\) • Se obtuvo una l:uena correlación entre estas 

~icas, pero el ELISA era más sensible. Se encontraron ni

veles altos de anticuer¡:os :¡:or antiglicolípidos IgG e IgM 

en pacientes oon lepra lepranatosa. También se pu:lo deiros

trar la 00.stencia de anticuer:¡:os antiglicolípidos tip> IgM 

en algunos p;icientes tubercu1oides, pero con títulos mef'J'.jres. 
(5) (36) 

Los anticuerpos nonoclonales dirigidos al sacarido ter

minal del glicolípido, muestran mayor especificidad ¡;ara el 

M. leprae en ELISA. Estos anticuerp>s p:ir inmunoflorescen

cia indirecta, revelan localizaci6n superficial de los det~ 

minantes específicos al M. leprae del antígeno glicolípido. 

Adenás de su uso para proporcionar información sobre las pi:!?_ 

pie;lades antigénicas del glicolípido fenólico, estos anticue!_. 

p:is tienen aplicación :¡:otencial para determinar los papeles 
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d<; glicolípido en la patoglfulesis de la .lepra. (25) (1'9) (91) 

Eh pru~s realizadas en. l.alx>ratario "in vitro", p:XleOOs 

dif~enciar los· linfocitos· B por técnicas de imtunoflorescen

cia, utilizaildo sueros anti··lg conjugados. y con ELISA y se rn! 
de el' nivel de la respuesta hurioral (anticuerpos) en el pa

ciente o contacto, frente i>.l M. leprae. · (4) 

El M. leprae h3. sido usado para descubrir anticuerp:>s en 

el suero de enfenros de lepra y en controles sanos mediante 

el rn'éto:1o de inmunoflorescencia indirecta. Se enoontraran an, 
ticuerpos en el 78. 8 por ciento de los enfermos. Ia sensibi

lidad y especificidad de dicho m~o es fil til para· el diag

n5stico de la infección. (3 5) 

F.s l"oy bien conocida la presencia en el suero del cord6n 

umbilical de niños de madres lepraratosas anticuer¡;:os anti 

· IgA e IgM antimicrobiales. (38) (59) 

ANl'IGENICIDAD 

un aspecto interesante es l.a antigenicidad del !:acilo. 

Harboe ha llegado a cabo estudios orientados en la l:úsquerla 

de i>.lg(in antígeno que fuera propio y específ ice del M. leprae; 

p:ira ello irununiz6 conejos frente a los M. leprae, tuberculo

sis y lepramuium. Frente a los 7 O antígenos que presenta el 

bacilo de ~h y 40 el M. lepraemuriun, el bacilo de Hansen 

solamente ofrece 7 antígenos fuertes y 20 débiles, pero con 

el agravante que presentan reacci6n cruzada con M. tuberculo

sis. Estos resultados p::>nen de manifiesto la escasa antige

nicidad del bacilo. (7) 



50 

l\nticui!r¡;:os contra siete ant!genos ·del' M. leprae, se 

han· eneontrado en l:ebés' desde su nacimiento hasta los 18 me

ses de e:lad cuY,.s madres presental:en lepi:a lepronatosa. Es

to indica que los bebés han sido est.imulados por 7 antígenos 

del·M. leprae, o bien, p:>r·un ant_ígenb· libre;· tcx1.o esto se

r:ía un indicador de infección intrauterina en la lepra. (7) 

( 60) (59) 

ALTEIW:IONES DE IDS MllCROFACl:JS 

Se han realizado cultivos de macr6f.agos a los·que se les' 

añade M. leprae viables y se valoraron para la formaci6n de 

rosetas eritrocíticas; los p:icientes. lepramt.osos han nnstra

do una reacción en la habilidad de fo""'3ci6n de rosetas. La· 

oonclusi5n de esto sería que cl · M. leprae al penet.rar en· Wl 

macr6fago inicia la producci6n de una proteína que altera la 

menbrana. Es p::>sible que esta membrana alterada previene una 

interreacción m>cr6fago linfocito efectiva. Todo esto ¡:adía 

ser uno de l.os m(iltiples rnecanimos ¡:x>r los cuales la inmuni

dad mal.lada por células es suprimida en lepra leprcmatosa. 

(3) 

La proliferacilln de células rrononucleares de sangre perj, 
ffu:ica humana inducidas p:>r M. leprae, p.te:le ser inhibida p:>r 

el factor supresor del lisado de rnecrófagos de ¡:acientes le

pranatosos. los macrófagos de pacientes tuberculoides y a::>n

troles nonnales no hay producción de factor supresor. La :in

hibici6n ten1a lugar sólo cuando el factor estal:a presente en 

las fases iniciales del cultivo linfocítiex>. (75) (82) 
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El lisado de macr6f_agos leptanatosos tambii'.\n .genera ac-. . 

t.J,vidad supresi:>ra en· poblaciones· enric;¡Uecidas conº linfocitos 

T, -en· .individuos nornales. It:>r · lo tanto, ."la .innunosupresión 

en los pacientes. lepr_croatosos está producida p::ir los macr6-

fagos y linfocitos T." (75) 

otro hallazgo c;¡Ue ¡;ri!la explicar algunas de las aberra

ciones· imrunol6gicas observada en· los ¡:a.cientes lepranatosos, 

c;¡Ue p::iseen' gran nGmero de bacilos en· sus tejidos, es c;¡Ue el 

M. leprae suprime la res¡::uesta proliferativa in vitre de las 

cfil.ulas rroronucleares· de la sangre periffu'ica humana al an~ 

geno y al mit6geno. En altas concentraciones el·M. leprae 

prob6 ser citot6xico para los linfocitos; 

Los ma=6fagcs p::iseen receptores para la mitad del car

bohidrato presente en la pared celular de M. leprae. El ni

vel de adheren::ia estli disninulda en la fase activa de la en

fermedad, pero p.iede ser restaurada con un tratamiento efect!_ 

vo, o bien, p:>r t.ratamiento in vitro con tripsina de los rnacr~ 

fagos. Se concluye que la estru::tura manbranosa alterada de 

los macr6fagos can respecto a sus ~e.::eptores ¡;:ara carl:ohidra

tos puede significar impa:l:imento ¡:ru:a el reconocimiento del 

patp::>geno. (53) 

Con la t.OCnica de transfonnaci6n linfocítica, me:lim::>s la 

actividad celular T in vitre de los pacientes de lepra, pl

diendo establecer canparaciones entre los distintos tip:>s de 

lepra, contractos, etc. frente al M. leprae por su capx:idad 

de divisi6n frente al rnisrro (transf0rmaci6n blástica) al me

dir la incorp::>raci6n de timidina tritiada por el DNI\ formado. 
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Recientenente algunos investigadores hai1 enumerado los 

linfocitos ·T y B icncolltrados ·en· la sangre periférica· de pi

cientes· con· 1epra, obteniendo los siguientes resUltados: -· 

los linfocitos T y B se enumeraron ¡:or iredio de la técnica· 

formadora de rosetá y ¡:or la de eritrocitos de ratón; (12)' 

66%. 

I.os 1infocitos T totales- en pacientes' cori LL, eran de 

En Bl 69% 

En BT 70.4% 
En TT. 71.9% 

En el· grupo colltrol sano de 72%. 

El ¡:orcentaj e de linfocitos B era de 8% en p>cientes 

con LL. 

En BL 6.5% 

En lepra tuberculoide de 6. 6% 

En el gru¡:o control de 5.7% 

Con estos resultados observam:>s una disminuci6n signifi

cativa en el porcentaje de linfocitos T en ¡:a.cientes con le

pra lepranatosa. En cambia,los l.infocitos B estaban aumen

tados en los pacientes leprQl\'ltosos. (26) 
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Las teorías sobre el· desarrollo de la vacuna de la lepra, 

se basan en opiniones, cano la naturaleza· ·del defecto fundaznei 

tal de la lepra lepranatosa. Si el defecto fundamental es ad

quirido y rx> genético. Sería r:osilile por muerte del M. leprae 

iílllunizar a los individuos. Si el defa::to es genético en ori

gen, se debe de incluir algo diferente al M. leprae pora la 

vacuna. Un grur:o cree que el M. leprae mas llCG el enfoque co

rrecto. Otxos creen que el M.. leprae, mas ~ material para ha

cer un M. leprae más efectivo -un ayudante-, es el enfoque más 

probable. Otros adoptan la r:osici6n de que el M. leprae rnisno 

es inútil cano medio de prevenir la lepra lepranatosa, y que 

debería usarse otro microbacterium. IDs ensayos con OCG en el 

pasado no fueron efectivos para prevenir la lepra lepr011atosa. 

Un trabajo más reciente se ha basado en hallar microl:acterias 

más cercanas al M. leprae un gruJ:X> ha a!:o;¡ado por el Mycrol::ac

terium delbi, cano pariente antigénico cercano al M. leprae. 

(93) (83) (30) 

l?or otra ¡::arte, la destrucc.i6n o muerte de los l:acilos 

disminuye su poder inmun6geno, hech:> importante ¡:or cuanto las 

tentativas de conseguir una vao.ma eficaz ¡:ara la protecci6n 

han. fracasado. Se han he:::h:> estu:li.os con bacilos irradiados 

que permitiría conservar su capacidad antigfu1ica sin peligro 

de contagio, pero sin resultados favorables. 

En Venezuela se ha usado M. leprae muerto mas BCG y en la 

India M. vaca.e mas OCG, consiguiendo una reconversi6n de p:t

cientes lepranino negativos a ¡:ositivos, pero ¡::or perícxlos 

cortos de tianJ:X>. (Bl) 
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Todavía .guedan·rnuchás .ind5gnitas por resblver en· este .te
rrena, pero·los·resilltados·obtenidos durante los'últim:::>s ai'ios, . . 
no penidten' albergar ~eránzas de i:¡ue en' un futuro se pue:la 

obtener· una vacuna efectiva. 

HIJ\. EN LEl?R.'\ 

Todas la~ reacciOnes inmunitarias se encuentran sujetas a 

un control geni;ti= ya esl:lJdiado. Saberos que en el brazo CDE_ 

to del· crarosoma. 6 humano, se encuentr_an los locus den::minados 

Canplejo M>yor de His!:o=mpatibilidad. 

Eh los estudios genéti=s realizados sobre la enferrneda:'I 

de Hansen, hay eviderx:ias que ciertos fmoti¡:os HI.A-DR están 

relacionados =n el ti¡:o de lepra que se desarrolla en el in

dividuo afectado, enc:ontrándose Wla correlaci6n entre el HLA

DR2 y la lepra tuberculoide. ( 81) 

Se observ6 una herencia preferen:::ial significativa de 

llIJ\-DR2 por hermanos afectados con lepra tuberculoide, pero 

no ¡:or hermaros sanos ni ¡:or hermanos afectados =n LL. ll3y 

datos ccmpatibles con una herencia recesiva de susceptibili

dad ligada HIA a la lepra toberculoide. (85) 



:ro1l/EB MEl'CllO PARA MEDIR LA VIABILJDl\D . 
DEL M. LEPRl\E 
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:rnA/Ell MEIDDO PARA MEDm IA VIABILIDl\D DEL MYCOllllCl'DUllM 
LEPAAE 

Un procedimiento de teñido .lllex>rp::>rando el uso de diace

tato de fluoresce.ina (EUA) y bromu= de etidio (EB) ha daros

trado previamente medir con precisi6n la viabilidad de Myco

bacteriurn snegrnatis y M. phlei bajo una varierlad de condicio

nes fisioqulmicas. I.as células micobacteriales vivas se d~ 

tingu:ían de las muertas y de las dañadas por sus característ!_ 

cas de teñido que dependían del estado fisiol6gico y rnetal:ól!_ 

co de las células.(49) (8) 

Fn el estu:li.o de los ores, James T. Kvach y R. José Ve-

. ras, ronfirman las anteriores ex:.periencias y agregan el oon-

cepto de las células duales que son las que están entre la v!_ 

da y la m.ierte. 

Las cfilulas vivas se tei.ían de verde debido a su h:Lbili

dad para hidrolizar enz:ináticarnente el FDA p?r la acetileste

rasa corwirtiérdolo en fluorescepina fluorescente y la presen

cia de una menbrana celular .llltacta permite a las células acu

mular intracelulannente fluoresceína y excluir EB .. las célu-

las teñ.idas de rojo rrostraron estar muertas y ser inca¡:aces de 

modificar enzirráticarnente al TIJA y el Bromuro de Etidio tiene

ca¡:acidad de penetrar a las células muertas con da.'io en la man 

brana y se intercala ex>n las rnolá:ulas de DNA. (4!Í) (50) 

S.lll anbargo, la t.lllci6n del M. leprae se ha visto ccrnpli

cada ¡:ar la :interferencia de los c:ani:cnentes tisulares que en

nascaran la presencia de las bacterias. EKiste una técnica de 

separaci6n con éter de petr6leo que permite segregar al M. le

prae de los com¡::onentes tisulares facilitando enton::es su tin

ci6n. 

Este método permite la t.lllci6n de biopsias de piel hunana 
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y de tejido de coj:inete plantar del rat6n y a la vez permite 

la valoración clínica. los datos prel;itninares :indican que ·

los p;tcientes tratados de 3 a 24· meses~ p::>seen· en sus tejidos 

J.X>rcentajes significativamente menores de M. leprae te.'iidos -

de verde que los pacimtes ro tratados.(50) 

los bacilos obtenidos de los coj :inetes plantares de 5 a 

13 ineses de infecci6n, tuvieron un 90% de células teñidas de 

verde. (B) 

Este estudio también serviría para detei:minar la ef ecti

vidad del trata-niento en los pacientes. los pacientes que -

res¡x>nden a la terapia debe:!n nostrar ~ disninuci6n progres!,. 

va del M. leprae teñidos de verde. Cbntrariamente, los pa.cie.!. 

tes que reirciden debido a resistencia a las drogas o al inc:"!!! 
plimiento del tratamiento ID muestran una disn:inución del ].X>r

centaj e de mic:obacterias viables, o bien, este ¡:orcentaje j;lle

de estar atnnentado. 



__ ._, .. _._ -- -- - - --··- - .:: -- -- ---

OBJErIVOS: 

1.- Revisi6n .de las características·deJ:M •. lepi:ae 

2 .:.. Revisi6n ·sobre intentos· de Cultivo del· M. leprae 

así caro inoculación·en"animales~ 

3.'- Revisi6n de ios diferentes· métodos de tinci6n ¡:ara 

Mycobacterias. 

4 .- Montar el méto:lo FDA/EB en el. Centro DeIJTiatol6gico 

Pascua y apli~arlo en· los p:icientes· de lepra ¡:ara 

su evaluación. 

s • .:. Evaluar el método FDA/EB en pacientes con Lepra Le-· 

pranatosa en pacientes vírgenes al tratamiBlto y en 

pacientes ya tratados. 

6.- Evaluar el estado bacteriol6gico ue los pacientes 

de lepra lepranatosa sin tratamiento, y con trata

miento. 
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7. - Oom¡;arar el método FDA/EB con el Indice Morfol6gico 

y el Bacteriol6gioo y correlacionar los resultados =n 

la bacteriología en linfa o.itánea y raspado de la nu

cosa nasal. 
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se· estudiaron 26 pacientes· enfei:inos ·de lepra, de los cua 

les· 20 corres¡::ond:ían al Centro .. Dernatológico· Pascua ·y 6 pro

cErlentes del. Estado de Sinaloa, de 1984 a 1985. 

De los 20 pacientes estudiados en el Centro, 19 eran de 

primera vez y vírgenes· a tratamiento; a los que .se les reali

z6 historia cl1nica, estudio histopatológico, baciloscopías 

de 16bulo de la oreja y de mucosa nasal y algunos se les rea

liz6 pmsi6n ganglionar. El tiltino de los pacientes oorres

¡::ondiente a1 Centro Pascua era un paciente que había abando

nado su tratamiento durante 10 años. 

Los 6 pacientes enf ernos de lepra del Estado de Sinaloa 

eran pacientes con Dx de Lepra Lepranatosa Difusa (p.ira y pr.!_ 

mitiva) y todos ellos recib:ían tratamiento. 

Los diagn6sticos de los 20 pacientes del Centro Pascua 

corres¡::ond:ían a los _siguientes diagn6sticos siguiendo los ~ 

tro paránetros' 16 ¡;acientes con Dx de LLN, 4 pacientes con 

Dx de LID y un ¡;aciente con Lepra Dimorfa •.. 

Se obtuvo tejido infe::tado de los 26 ¡;acientes, por me

dio de biopsia b:ijo anestesia local con lidocaína y se mantu

vieron en nitrógeno líquido ¡::or tienpo que variaba des!ie un 

mes a un año, dependiendo de cada paciente. Ia otra ¡:orci6n 

de la biopsia se mand6 a estu:lio histo¡;atológico y tinci6n 

para bacilos. 
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I.- Se m::mt.6 el método FDll/EB,. siguiendo los· siguientes 

pasos: 

al Ileseori9elar el· tejido infectádo , 

b) Preparar la suspensi6n de bacterias· 

c) Prepilrar la tl!cnica ·de tinci6n FOA/EB 

d) Técnica de lectura e interpretaci6n · 

II."." Preparación de los frotis y tinción oon Ziehl-Neel'-

sen. 
a) Lectura de In:l.ice }lorfol6gioo y Bacteriológico 

III. - Lectura de Indice Bacteriol.6gico ·en· pruel:as histo

l6gicas; 

" 



' MEIDOO PARA PREPARAR IA SOLUCION FD.l\/EB PARA 1\IMACENAR 

nir..- 100 nq. de FDA (Oiacetato de fltX>resceína) en 

20 ml. de acetona, 5.0 nq,ffiU.. 

EB .- 20 nq. de EB (Branuro de etidio) en lO ml. de 

solti::i6n de Hanks. 

Almacenar a -20ºC. protegiéndola de la luz.· 

(Pueden pru:rnanecer estables las soluciones hasta 

2 años !:ajo las oondiclones antes citadas). 

60 



61 

OOLUCION DE IL'\NKS 

Glucosa i·.o 9 • 

Cloruro de SOdio a.o 9 • 

Cloruro de FOtasio 0.4 g. 

Cloruro de calcio . 0.14_ g. 

Sulfato de Magnesio . 0.1 g. 

Cloruro de Magnesio . 0.1 g. 

Fosfato M:>no¡:otásico 0.06 g. 

Fosfato Dis6dico 0.06 g. 

Bicarb:>nato de Setlio 0.35 g. 

AgUa Tridestilada 1 litro 



EB: 

... : •' .... · . ' . 

Diluya la soluci6n aliMcenáda en· pro¡;orcmn· l:lO en 

acetona y ésta PJede ser aliMcenilda a -20ºC., prote

giéndola de la luz. 

Para utilizar la solucí6n de FDI\ hay que diluirla en 
5 rnl • de soluci6n de Hanl<s, tanando de la soluc.i6n 

anterior O. 02 ml. y se obten:lrá una soluci6n de .EPA 

de 2 ug.¡\1\l. 
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Para utilizar la soluci6n de branuro de etidio, aña
da a los 5 ml de soluci6n de !lanks gue ya tiene FDI\, 

O. 01 rnl. de la solucí6n de EB que se tiene aliMcenada 

y as:í se obten:l.rá una soluci!Sn de FDA/EB con concen
traciones de 4.0 ug. EB.ñnl. y 2.0 ug.FDA¡\1\l. 

P=tegiéndola de la luz y a tanperatura ambiente, esta 
soluc.i6n pue:le peonanecer estable ¡;or un d:ía de traba

jo. 

• .. ~.")... . . 
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MEmlDO FDA/EB 

Preparación de la suspen5ión ·.de l:acterias 

1.- Se tara el' tejido humano infectado y se aoloca·en· 

solución de Hanks ·eon un Ph de 7. 4 y sin rojo fe-· 

nol. 
2.:... Se· rracraca · en un rrorterO 

3 :- El producto del. machacado se .resus¡;cnde a ¡:artes 

iguales con éter de petróleo, se agita y se deja 

reposar. El éter de petróleo se va a la superficie 

llevándose los bacilos y los residuos caen al fondo. 

4 .- De la cai:a del. éter de petróla::> se tonan los !:aci

los que Se van a estudiar. 

Técnica- de t:inci6n y lectura 

1.- se tara un pequeño in5culo de la suspensión antes 

mencionada y se ex> loca en· un ¡:ortaobj etas. 

2. - Se añade una ¡::orción idéntica de FDA/EB de solución 

de tral:ajo recién preparado. 

3 .- Se le coloca un cubreobjetos y se sella ex>n l:arniz 

4 .- Se deja incubar 30 minutos 

Lectura e interpretaci6n 

Lista la prcparaci6n, se ¡:a.sa al micros::opio de epiflu~ 

rescencia y se procede a la lectura utilizando el objetivo 

de inmersión. 

Se observ.3.rán las bacterias rolar rojo que corresp:>nden 

a las que están nn.tertas, amarillo a las que están entre la 
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vida y la muerte (dúale5) y las que están vivas se observa

rán color verde.· 

Se dererái contar 200 bacterias y p::i:Steriormente se eal

cularli el. porcentaje de cada una de ellas. 

·--- -- ------------------~ ~--.._....., ..... , 
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Pre¡:araci6n de los· frotis y tinci6n con Ziehl-Neelsen. 

1.- se· toma una pequeña ¡;oroi6n de1 inóculo suspendido 

de éter· de petr6leo y se coloca en \111 ¡;ortaobj etos 

y se fija a la flama. 

2. - Se realiza la tinci6n con Ziehl-Neel.sen 

3 .'- Se procede a la lectura de1 IB y del lM siguiendo 

e1 esquana para la 005 en la lectilrn del m y e1 

método de Ridley ¡:ara e1 I. M:>rfolf'x;i iCO y se ano

tan los resultados ¡:ara la oornp:iraci6n con el.· rné

to:lo l'Pll/EB. 

--- ---·- - - - •-·----e-. .::-~· . ._..,_,,_....,_~·-· - -----""-•·---·--------
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Se tana el tejido humano infeCtado y se colcca en un rrortero con 

soluci6n de Hanks con un PH de 7 .4 sin rojo fenal y se nachaca en 

el rrort:ero. 
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FOrO No. 2 

El producto del machacado se resuspende a partes iguales con 

~ter de pctr6leo, se agita y se deja reposar. El ~ter de ~ 

tr6leo se va a la superficie lleván:lose los bacilos; los resi 

du::is caen al fon:lo • 
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FO'rO No. 3 

De la capa de éter de petr61ro se tara un pequeño ir6cul.o y se oolo

c3 en un ¡:ortaobjet.os y se añade una i;orción idéntica de FDA/EB de 
solu:::i6n de trabajo. 



FOlO No. 4 

Posterionnente se coloca un cubreobj etas y se sella con 

barniz dejando incumr 30 minutos' lista la prepuación 

se {flsa al microsa:>pio y se procede a la lectura. 
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11ESt.JL'mOOS (Tablas) 



o RESUill'ADOS OJMPARATIVOS FDA/EB CXJN INDICE M:lREOIOGICXl Y Bl\Cl'ElUOLOGICO ,... 

Pacientes DX Tratamiento Ml'.;todo EDA/EB I. M:>rfol6gico I .Bacteriol6gio:> 
rojos amarillos veriles s F G In:lex 

l.- LIN S/l' 9% 2% 89% 40% 60% 0% 2 2 0-8 6+ 

2.- LLN S/l' 1% 4% 95% 5% 70% 25% o 2 2-2 6+ 

3.- LIN S/l' 0% 0% 100% 30% 70% 0% 2 2 0-8 ~+ 

4.- Dim:>rfo S/1' 0% 0% 0% sin bacilos sin bacilos 

5.- LIN S/l' 1.5% 0% 98.5% 0% 60% 40% o 2 2-2 .+ 

6.- LIN S/l' 1% 1% 0% 1% 0% 0% o o o + 

7.- LLN S/1' 9% 2% 40% 1% 70% 30% o 2 2-2 ·.3+ 

8.- LIN S/l' 15% 34% 1% 0% 50% 50% o 2 2-2 5·+ 

9.- LtN S/l' 60% 39% 1% 0% 70% 30% o 2 2-2 + 

10.- LID S/l' 2% 2% 86% 2% 28% 70% o 2 2-2 3+ 

11.- LIN S/l' 1% 0% 99% 10% 90% 0% 1 2 0-5 iS+ 

12.- LIN S/l' 0% 0% 100% 20% 00% 0% l 2 0-5 + 



-----· -~·- ~ --- ---- -- -----···--- _,_ .. -~ 

¡::! Pacientes Dx Tra tarniento Métcclo FDA/EB I,M:>rfol6gico !.Bacteriológico 
rojos amarillos verdes s. .F G Irrlex 

13.- LID S/I' 0% 0% 100% 0% 50% 50% o 2 2-2 + 

14.- LIN S/I' 99% 0% 1% 70% 30% 0% :_2 2 0-8 3+ 

15.- LID S/I' 0% 0% 1% 70% 20% 10% 2 2 1-6 + 

16.- LID S/I' 0% 100% 0% 0% 70% 30% o 2 2-2 + 

li.- DxLLN S/I' 0% 0% 100% 40% 50% 10% 2 2 1-6 ++ 
18.- DXLLN S/I' 0% 15% 75% 0_% 80% 20% o 2 1-1 ++ 
19.- DKLLN S/I' 0% 0% 100% 0% 80% 20% o 2 1-l. 3+ 

20.- DKLLN S/I' 4% 6% 90% 2% 38% 60% o 2 2-2 3+ 

21.- = C/I' 3 o 3 sin bacilos neg. 

1 

en 20 campos 

22.- llXLID C/I' 3 verdes en 20 cam¡:os sin bacilos neg. 

23 .- DXLLD C/I' nB]ativo sin bacilos neg. 
1 

24 .- DXLUJ C/I' neg-ativo sin bacilos neg. 

25.- llXLID C/I' negativo 4 fragmentados + 
en 20 camp::is 

26.- DXLLD C/I' negativo sin bacilos neg. 



N ... RESUIJl'l\!XJS DE I BACl'ERIOIDGICXl EN HISIOIDGIA Y Bl\ClIDS::OPIA 

Paciente Dx I Bacteriol.6gico en Baciloscopias m e IM 
Histopatolog:ia Mucosa l6b.tlo lesión gan;¡lio 

1.- DXLIN Numerosos bacilos en 3+ 2+ 2+ ro se hizo 
globias IB 6+ 

2.- DXLIN Numerosos bacilos 2+ 4+ 
IB &l· o 2 2-2 

3.- llKLLN 

4.- DXDirrorfo negativo negativos 

s.- DxLLN IB 6+ 2+ 

6.- DxLLN 23 ¡X>r carn¡X> IB 4+ 2+ 
frag. y azurof ilos 

7.- DxLUI 48x camr:o, granulosos 
azurofilos 

ne;¡. 2+ 51-

IB 4+ 

8.- DxLLN 21.SX\ campo IB 5+ escasos neg. 
aislados y en globias 

9.- llxLIN 35x carn¡;o IB4+ 
F.scasos bacilos 



·- -----. ---- ---- - - ---··-·-" ___________ ,......, •.. -,.,,--;¡ 

-.. 

' "" 
·Pacier:ite Dx I Bacter:iol6gico en Baciloscopias m e IM ... Ílisto¡:atolog:ia !4.ioosa 16l:olo le5i6n ganglio 

' 

lO.- DxLID Mal procesada 3+ 3+ 

11.- DxLW 

12.- DxLLN No reportada 3+ 3+ 3+ 

13 .- DxLID Mal procesada 3+ 3+ 
o 2 2-2 o 2 2-2 

14.- DxLW BOK corn¡::o m 4+ 3+ 2+ 
aislados y en globias 

15.- DxL!D 3x cornpo m l+ 3+ l+ 
Escasos y fragmentados 

16.- Dx Negativo neg. 

17 .- DxLLN Incontables m 6+ 2+ 3+ 
en globias 

18.- D><LLN Incontables m 6+ 3+ l+ 3-t' 
Integres y en globias l 2 0-7 ·lO 2 2-2 2 l 0-9 

.i 



Paciente D>t I Bacteriol6gico en Bacilosccpias m e lM ... Histo¡:atolog1a Mucosa I.6bulo Lesión Ganglio ,... 

19.- llKLLN Incontables m 6+ 3+ l+ 
aislados y en globias 

20.- DxLUI Incontables m 6+ 3+ 2+ 2+ 2+ 
en globias o 2 2-2 2 2 0-8 o 2 2-2 2 2 O··B 

,. 



roro s 

Se observan los bacilos teñidos oon el FDA/EB. Se obser

va un bacilo rojo, un verde y varios duales. 
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roro G 

-ebsl!rvese los bacilos ¡:or el método FDA/E.B - verdes y 

dliales. (acercamienti:> l 
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',:~ 

Panorámica de un campo con tinci6n FDA/EB. Obsérvense 

las características de tinci6n de los bacilos. 
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:roro 9 

Obsérvese el cxmcentrado de bacilos teñido con l!hiel 

Neelsen. Algunos fragmentados, granulosos y s5lidos. 
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FOTO 10 

Frotis de Zhiel Neelsen del concentrado de bacilos, ob

s~ense el campo donde pueden contarse para el Indice 

M:>rfol6gico. 
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roro u 

Frotis de Zhiel Neelsen del a:mcentrada obtenido del 

machacado, obsérvense los b:tcilos s6lidc:ls, granulosos 

y fragmen~clos, algunos se agrupan. 
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roro B 

Muestra de un con;lamerado de bacilos. Este es un mal 

:trotis ·ya que es hrposible rontarlos. En este caso hay 

que repetir el frotis • 
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DISCUSION 

tos resill. tados de los 26 pacientes· incluidos en este esbldio 

fueron 1os siguientes: 
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A todos los ¡:acientes se les reai.iz6 biopsia de piel de 

tejido infectado; esta biopsia fue dividida en· dos porciones: 

la primera de ellas se conge16 en nitx6gen::i l1quido para el 

estudio de FDA/EB¡ la segunda porci6n se envi6 para estudio 

histopatol6gico y ti=i6n con Fite Faraco. Los ¡:acientes -

fueron estudiados en fonra integral,realizándoseles historia 

cl!nica cxxnpleta, tara de baciloscopías de mucosa nasal, 16-

l:ulo de la oreja y alguros de ellos puncwn ganglionar. De 

acuerdo a los cuatro parámetros, se hicieron los diagn:Ssti

cos de Lepra leprornatosa rodular en 15 pacientes, 9 pacientes 

con Lepra lepromatosa difusa y un paciente caro d:i.norfo. 

Ios primeros 20 pacientes vírgenes a tratamiento alguno 

y los llltfuos 6 pacientes recibían politerapia que consist!a 

en: 1200 m;¡. de r:i.mfampicina una vez al mes y DDS 100 m;¡. ~ 

da 24 horas. Est.os 6 pacientes .iniciaron su tratamiento to

mando diariamente 300 m;¡. de rirnfampicina durante 6 meses, -

~quellos pacientes que presentaron en el curro reacci6n le

prosa, fueron manejados con clofazirnina. 

los pasos a se;¡uir para la realizaci6n de1 esb..Idio, fueron -

de la siguiente rranera: 

1. - Se des=ngel6 la fracci6n del tejido infectado y se ma

chacó en un nortero en solución de Hanks, sin rojo fe-

nol. 

2 .. - POsterionnente el ooncentracb obtenido del machacado -

se resusperdi6 a partes iguales con éter de petróleo, 

quedando de esta forma los bacilos suspendidos en la -



superficie libre de residuos tisulares, ya .que éstes 

caen al forilo . 
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3. - Se tonaron dos pequeñas cantidades del concentrado: la -

prjmer~ fue colocada en· un ¡:ortaob~.etOs a la que se le ~ 

añadió una porci6n .igual de FDA/EB, ¡:osterionnente se ~ 

bri6 oon un cubreobjetcs y se sell6 oon barniz," se incul:6 

30 minutes a tanperatura ambiente y prote:¡ido de la luz 

antes de observarse en ~ epifluoroscopio .. la segunda -

¡:orci6n del concentrado, se ooloc6 en· un ¡:ortaobjetos ~; 

ra hacer un frotis en el cual se tiñ6 con !hiel· Neelsen 

para la lectura de IB e n.i. 

4.- la otra ¡:arte de la biopsia se envi6 a estudio histopa

tel6gico oon tinci6n para bacilos y lectura de m. 

5.- Se realiz6 además IB e IM en alguros ¡:acientes de las -

bacilosoopías de p.mci6n gang liomr, l6bulos de la oreja 

y muCXJsa nasal. 

Los re5ul taó:is obtenidos se describirán oon detalle a 

oontinuaci6n. (ver tablas). 

Los resultaó:is de 13 de los 26 pacientes .(3¡ S, 10, ll, 

12, 7, 13, 17, 18, 19, 20) (Ver tabla), en· la lectura del -

FDl\/EB fueron de un 80 a 100% de bacilos verdes que son los 

viables. De estos rnisnos 12 ¡:acientes, el in6culo del con

centrado de bacilos teñidos con Zhiel 1-leelsen se obtuvo un -

Indice M>rfol6gico con estos resultados: 8 ¡:acientes ten:ían 

un 60 a 90% eran bacilos fragmentados y en los 4 restantes, 

era de 30 a 50% fragmentados. 

El Indice M:>rfol6gico, según Joplin, fue el siguiente: 

B a 2 pacientes, este nGmero oo=es¡:orilería un 50 a 70% de -
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bacilos s6lidos. · El !ndice de 6 a un. paciente,. que sería 

de 20 a 50%. de sólidos. con. el nGmero 5 en' los pacientes' que , 

sería un•.20% de s61idos. · Cinco pacientes· con el' nGrnero 2 y 
dos con el número 1 y a éstos correspondería merx>s del 1 % de 

s61idos. Todos estos. resultados no concuerdan con el l'Dl\/EB 
ya que 12 pacientes tenían un 80 a 100% de verdes~ o sea, -

viables y el índice norfológico reporta que 7 de estos pa

cientes tienen menos del 1% de s6lidos y s6lo 2 pacientes· 

tienen un so a 7 5% de s6lidos. 

El IB del. concentrado teñido con Shiel. Neelsen, fué muy 

variable de una a 6 cruces. En cambio el m del estudio hi~ 

topatológico teñido con Fite Faraco fue de 6 cruces con ba

cilos en globias y aislados en 7 ¡::acientes, los 5 restantes 

no se report6 la biopsia por múltiples causas. 

Ia lectura del. Indice M:>rfológico en estos 12 pacientes 

de la muCXJsa nasal y lól:AJlos de la oreja y p..mci6n. En 5 !'!!. 
cientes sí corresp:>n::le con el lM del con::"entrado. En los 7 

¡:a.cientes restantes, no hay reporte. El I. Bacteriológico 

de l:aciloscopías de 1m.1cosa nasal y 16bulo de la oreja, es de 

2 a 3 cruces. 

El paciente nGmero 14, por el método FDA/EB, un 99% fu~ · 

ron rojos que son bacilos no viables y el Indice ~brfológico 

del concentrado reporta un 70% de sólidos y 30 de fragmenta

dos oon un Wex de B, o sea, un 50 a 75% de s6lidos. El m 

de concentrado fue de 3 cruces. El m del reporte histol6-

gioo es de 4 cruces. .E.stos resultados no concuerdan con el 

FllA/EB. 

El paciente 16 el FDA/EB reporta que el 100% fueron -
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duales· y el· lM del misrro concEntrado .reporta un 7.0 .. de fragm~ 

tados y 30% de granulosos con un Inde><° de 2/ o sea;. menos del 

1% de s6liébs. m con Una crúZ er,. mucosa .ne;¡ativo. Este p;

Ciente 51 coilcuerda con el· FDA/EB. 

En el p;ciente núnero 9 con el. Fnll/EB, fue un 60% fueron 

rojos y 39% duales y el lM rep:>rta 70% fragmentados y 30% 9'!!. 

nulo sos con un m del concentrado de una crUz. · F.n cambio, en 

la biopsia en Fite Faraco m 4 cruces. Este paciente también 

correr¡;onde con· el FDNEB. 

El paciente núnero 8 el FDA/l'!B 15% de rojos y 34°% de d~ 

les y el IM del misro concentrado es de 50% fragmentados y -

50% de granulosos. Este ¡:aciente tambiál corres¡:onde y con'

cuerdan los resultados con nuestro métodc> . 

El paciente número 6 el resultado FDll/EB 1% duales; 1% 

rojos y el IM re¡:orta 1% de s6lidos y o% de granulosos y fr"!!. 

mentados. 

En el reprte histopatolog:í.a, 4 cruces y en mucosa nasal 

2 cruces este no oorres¡:onde ni concuerda con nuestro rnétodci. 

IDs llltim:>s 6 pacientes, los cuales recibían tratamiento 

el FDA/E8 ro fue significativo en 2 p-icientes, s6lo se pudie

ron contar 3 verdes en 20 cam¡:os y el lM fue ne;¡ativo. Ios -

cuatro restantes el FDA/EB, fue neqativo. 



CX>N::WSION 
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CON:IllSIONES 

En pr:irner lugar se hizo una revisión de las caracterls

ticas del M. leprae, · as1 caro los intentos de cultivo y la -

in:>culación a diferentes an.bnales. También' se mencionan los 

diferentes tipos de tinci6n y se hace una rwisi6n sobre las 

perspa::tivas en la innunologla dela lepra mencionando y ha

cierdo hincapié en el antígeno glicolípido fen61ico que es 

específico del M. leprae y su aplicaci6n potencial para de

terminar la patogénesis de la lepra. 

En lo referente al prop6sito de la realizaci6n de este 

estudio que fue la aplicación del níetodo Fll'\/EB en el Centro 

Dern\'ltol6gic:o Pascua en ¡;acientes vlrgenes a trat-:uniento y 

en paciente bajo tratamiento en forma regular, se p.ido pal

par sin lugar a dudas que los pacientes que no tanaban tra~ 

miento con el método EDA/EB, los resultados fueron los si-

guientes: en 13 ¡:acientes se observaron de un 80% a 100%·de 

bacilos color verde que son los viables; en dos pacientes se 

observaron tacilos rojos en un p:ircentaje irnp:>rtante y el r~ 
to de los pacientes el porcentaje de bacilos rojos fue núni

no. Un ¡:aciente present6 100% de bacilos duales. 

Eh los 6 pacientes que recibían tratamiento por el mé

todo FDA/EB, se observaron escasos bacilos en dos p:icientes 

y en los otros o.iatro ro hul:o bacilos. En estos 6 pacien

tes el Indice Morfol6gi= del concentrado fue negativo y en 

la histopatologla con Tinci6n de Pite Faraco, tampoco se en

contraron b3.cilos. 

can lo menciomdo anterionnente, ¡:odaros ver la dife

rencia de los hallazgos entre los pacientes r<:> tratados y 



87 

los pacientes ·ron tratamiento. Sin embargo, sería de vital 

.imfortancia tomar bi.Opsias de é:ontrol ·al año de tratamiento 

a los ¡;a.cientes v"ú:genes· de tratamiento incluídos en el' pre

sente estudio para de esta fonia valorar los cambios que ~ 

rrieran en la lectura del- mA/EB: p:::Jr' lo tanto, se considera 

este trahajo = estudio prelhTiinar· que podía continuarse "

p:>sterionnente con los misnos J:>'lcientes · y llegar a una cx:>n

clusión definitiva. 

Ahora bien, en lo que respecta a la. elaboraci6n · ae la -

té::nica, p.ldim:ls deducir que no plantea problana alguno, ya 

que es sencilla de realizar y sianpre ron resultados :¡ositi-; 

vos; incluso el machacado obtenido de la pieza· infectada C"!!_ 

servado en el refrigerador durante ,3 a 4 días y prepu:ado -

nuevamente con el FDA/El3 y vistos en el microscopio de epi

fluc::>rescencia ray presencia de bacilos aunque no en' los ·mi~ 

nos p:i:rcentajes vistos en el o:::incentrado recientanente roa.e~ 

cado,¡::or lo tanto, las resultados ro son oonstantes. 

Otro problana observado en el transcurso del estudio, -

·es el sigui<nte: Una vez hecto el nachacado y resuspendido 

cx:>h éter de petróleo, los resultados obtenidos son muy dife

rentes sa;rún el nivel de donde sea tomada la muestra, p:>r -

ejanplo: si es tomada de la superficie, o bien, de la parte 

media o de la unión cx:>n los restos celulares. Esto es muy 

variable p:>r lo que nuestra técnica podía plantear problanas 

dependierxlo del sitio de donde se tome el i.n5culo ~ la -

preparación con FDA/EB. 

Es jmportante mencionar también que en varias ocasiones 

se repitió el machacado de una p:>rción del misno tenido in

fectado rolocadc en el nitrógeno líquido y al realizarse la 

té::nica los resultados no fueron constantes al reproducir la 

prueba. 
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El prop5sito de este estudio fue oc:m¡:arar el iOOtodo 

FtlA/EB ex>n el Indice Morfol6gico y el. Bacteriol6gico caro se 

· p.Xlo observar en las tablas de resulta dos esto no corres¡:on:le. 

Por ejanplo, se su¡:one que el I. Morfológico nos reporta 

e1 ¡::orcentaje de bacilos s6lidos, fragrneitados. y granulosos.-. 

I.os pr.imeros son los que se sup::ine están vivos, sin enbargo, 

en los l.3 pacientes en los cuales el FDll/EB re¡:ort6 un 80 a 

100% de bacilos verdes, o sea., los que están viables, el In

dice M:>rfológico del misno machacado nos reporta un ¡:orcenta

je 11"1yor de 70, pero de bacilos fragmentados y granulosos. 

Si esto concordara con el FDA/EB, deberían predanimr los ba

cilos s61idos y bien teñidos pera sucede lo contrario. 

Ahora bien, en un paciente dome ¡:or el FDll/EB predanimn 

los bacilos rejos en un 99% ¡:or el Indice ~brfol6gico; reporta 

un 70% de sólicbs. 

Sin embargo, hay gue mencionar que en tres pacientes P2. 
día decirse que sí se relaciona; en uno de ellos que pres en~ 

ba el 100% de bacilos duales y el In:lice Morfol6gico. re¡:orta 

un 70% de fragmentados. Eh otro paciente que present6 un ·50% . 

de xojos y 39 de bacilos duales =n el método FDll/EB y el In

dice M:>rfol6gico del CX>ncentrado en la tinci6n de Shiel Neel'

sen nostr6 \Ul 70% de fragmentados, lo misro ocurrió oon el -

tercer paciente. 

En resunen, tenanos 13 p;icientes en donde los resultados 

se contra¡::onen y únicamente en tres sí concuerdan el FDA/El3 
con el J:. M:>rfológico. 
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De los ":iguientes .se p.>eden deducir dos cosas: la Prim~ 
ra de ellas es que el método FDA/EB no· es práctico, ya que -

es más sencillo realizar· tanas de baciloscopías d~ nrucosa ~ 

sa1, de l6rulos de la oreja y punci6n ganglionar para la ev~ 

luaci6n del Irxlice ~brfol6gico, ya que aunque haya estudios 

previos de que el FDA/EB mide la viabilidad por los resulta

dos obtenidos del presente estu:lio se contrapone canpletarn"!!_ 

te ccn los resultados del Indice lobrfol6gico. Esto se piede 

descartar hacierdo un estwio posterior ~amo el FllA/EB 
con otra prueba que es la de Adenosin Trifosfato que tarrbién 

mide viabilidad del M. leprae, o bien, por ma:lio de inocula

ciones a la almchadilla plantar del ratón, para de esta man~ 

ra corroborar si realmente están vivos los l:acilos. 

La segunda cuesti6n sería que el I. Morfol6gico no mide 

en realidad la viabilidad caro se piensa y esto ¡:on:lría en 

duda conceptos previos. caro se ve, esto quedaría en tela 

de juicio ya que por medio de otros métodos que detenninan 

la viabilidad, sin lUCJar a dudas, la mas oonfiable y segura 

es la inoculaci6n a la a!mboadilla plantar. La prueba de -

ATP sí ha sido confirmada inoculando al ratón aunque tampoco 

hay relaci6n entre esta prueba y el Indice Morfol6gico cano 

suca:le con el FDA/EB. La prueba de incorporaci6n de la 3H 

Timidina, tamp::xx> se correlaciona con el Wice M:>rfo16gico. 

Tanp:>ro existe una buena corelaci6n entre la ultraes-

tructura de los bacilos viables, vistos en el microscopio -

ele:tr6nico. El Indice M:>rfol6gico en microscopio de l.uz 

(Z.N.) y la inoculaci6n en la almchadilla plantar del ratón. 

El porcentaje elevado del IM p.>ede explicarse por fornas s6-

l.idas bien teñidas de bacilos muertos. Tainbién el. porcenta

je elevado de formas viables en ME p.>eda significar una ultr~ 

estructura normal no característica de las fonras vivas. 
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En resumen, el método FDA/E8. debe. canpararse con otros 

métodos que prueben la viabilidad. No debe tmarse ceno un 

método definitivo p>ra medir viabilidad. 
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