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INTRCDUCCION



INTRODUCCION

El Mycobacterium leprae es hasta el momento actual un mi-
croorganismo que no ha podido ser cultivado in vitro, y aungue
numerosos han sido los intentos ninguno ha logrado el éxito to
tal. Ya incapacidad de cultivarlo, ha obstaculizado el diag-——
nSstico, tratamiento y pronSstico de la lepra y es por esto ——
que deben buscarse nuevos métodos, ya gque la imoculacién en la
almohadilla plantar del ratdn, o bien, el armadilloc de 9 ban--
das tiene gran costo y dificultad en nuestro medio.-

Con el propSsito de desarrollar un método £facil, ripide y
eficaz para determinar si el Myccbacterium Leprae esti vivo o-
muerto, se ha estudiado un mBtodo de tincidn fluorescente, que
se ha demostrado en estudios previos mediante el uso de aceta-
to de fluoresceina (FDOA) y bromuro de etidio {EB}, la viabili-
dad del Mycrobacterium smegmatis y del M.phlei. Por este méto
do las myccbacterias vivas fueron distinguidas de las muertas-—
y deterioradas, segfin las caracteristicas del tefijdo, depen- -
diendo &sto del estado metabdlico y fisiolSgico de las bacte-—-—

rias.

Posteriormente, se descubrif que el M. Leprae tomado de -
armadillo infectado ¥ de la piel humana de enfermos de lepra -
se tefilan en forma similar a las especies de mycobacterias cul
tivables. Cuando se aplich este procedimiento de tincifn a es
pecimenes de pacientes de lepra bajo tratamiento, los datos su
giriercon que el m&todo de tefiido brindaba una medida de viabi-
lidad del M. Leprae, seglin lo demostrd el importante descenso-
en el porcentaje de bacterias tefiidas de verde (vivas):. Tam—-—
bién se han hecho estudios que camparan los datos de FDA/EB ob

tenidos de biopsias con el Indice Morfoldgico y el Indice Bac-

terioldgico y resultados preliminares demuestran gue existe —

una_correlacién significativa.




Teniendo asi los .reﬁortesiprevios de otros autores (Ja.mes
T. Rvach, G. Munguia) de la efectividad de este método. Conta
mos incluso con una experiencia previa de alguros estudios - -
preliminares hechos en este Centro Dermatolégico (Dr.Cervera).
El hecho de montar el mé&todo FDA/EB en el Centro DermatolSgico
Pascua y aplicarlo a los pacientes de lepra, damostrard que es
te método es efectivo y de gran ayuda para observar si el baci
lo esti vivo o muerto, sin tener que inocular a la almohadilla
plantar del ratfn. Tambifn se podrin cbservar con este método
los diferentes esquemas de tratamiento y correlacionar los re-
sultados con bacteriologia en linfa cutfinea, raspado de mucosa
nasal, pun¢ifn ganglionar y asi camo también el Indice Morfold
_gico y BacteriolSgico.

En el presente trabajo, se hard una breve revisifn acerca
del Mycobacteriun Leprae. Las consideraciones actuales schre
la bacteriologia e inmunologfa de la lepra, asi como perspectj
vas en lepra experimental.



MICROBACTERTIM LEPRAE



GENERALIDADES

El Microbacterium Lei:rae, fué descubierto éor Hansen en el
afio de 1868, cuando al examinar las "Leprazellen" (c&lulas le--
_prosas) de Virchow, ckservd en ellas lo que llam5 "braune Moer-
perchen” (corpiisculos obscuros) y demostrd que estaban constitui
dos por masas de bastones que se coloreaban por el Scido Gamico;
en 1874 hace la descripeifn completa del g&rmen, lo considera -
el agente causal de la lepra y le denomina Bacillus leprae. --
Mis tarde, el g&rmen recibe naobres diversos: Cocothrix leprae
(Lutz), Streptothrix leprae (Babes}, Bacilo de Hansen en honor -
de su ilustre descubridor, etc., hasta que la Sociedad Americana
de Bacteriologistas, por recomendacifn de la Leonard Wood Memo—
rial Conference (Manila 1931), decide llamarle y esta.es.su de-—
signacifin oficial: Mycorbacteriim Leprac.(73) (g) (38)

El g&nero Mycobacterium pertenece a la familia de las My- -
oobacteriaceas, orden Mycobacteriales y clase Actynamycetales.
(1), (73)

Caracteristica del Mycobacterium leprae es su disposicifn -
paralela formando ejes con aspecto de mazos de cigarros o en con
glanerados globosos de diversos tamaiios a los que Marchoux deno-
mind globia. El difimetro de las globias varia entre 10 y 100 --
micras y los bacilos que las forman pueden ser escasos o inconta
bles. (73) (8)

Al microscopic de luz, el bacilo de Hansen es un bastoneci-
1lo recto o curvo que puede terminar en punta o en forma de pa-
lillo de tambor cque mide de 1.5 a 6 micras de largo, por 0.2 a -
0.4 micras de ancho. Durante su ciclo evolutive en la parte —
central, formas granulosas que hacen relieve en nGmero de 1 a 4
que miden de 1.3 micras y que reciben el nombre de grinulos de -
Lutz-Unna. (1) (73) (8)



Se tifie con los colorantes bdsicos: fucsina, azul de me-
. tileno, violeta de metilo, violeta de genciana, verde metilo,
dalia y safranina. Es un gé&rmen Scido alcohol-resistente, o

sea, gue cuando se tifie con la téenica Ziehl Neelsen, conser-
va la coloracibn a pesar de someterlo al alcohol y a Hcidos -
diluidos, en gram positivo e intracelular. Ia multiplicacifn
es por fisibn transversa dentro de los fagolizosomas de las -
células de lepra; esto se ha comprobado por estudios heclhos -
en ratones deshudos y armadillo de 9 bandas gue fueron inocu-
lados por bacilos de lepromas humanos. {71) {81) (21)

Existe gran parecido morfolSgico entre el M. leprae y el
M. leprae murium productor de la lepra murina. Se ha compro-
bado que ambos tienen peptidoglicanc en su pared, pero en el
M. leprae tambi&n contiene ac. micSlico, dicarboximicolatos y
ac. tuberculcestearico.{7) (17) (38) (51)



COMPOSICION QUIMICA

Los estudios histoquimicos con el M. leprae derivado de -
armadillo, han empezado recientemente; se sabe que las bacte--
rias toman glucosa y aminodcidos (ﬁrobablanente presentes en -
la cBlula del hu&sped); contiene algunas enzimas implicadas en
€l metabolisme del oxigeno y varias enzimas hidroliticas. Pa-
rece ser de la informacifn disi;nnible, que el M. leprae es una
microbacteria con algunas caracteristicas finicas, posiblemente
relacionadas con el grupo del M. tuberculosis; pero el M.Leprae
no ha cumplido los postulados de ¥och, ya que no ha podid; ser
cultivado in vitro. (17) {20) (81) (73)

Es conveniente sefialar las diferencias entre el M. leprae
¥ el M, tuberculosis: (Ver cuadro No. 1).

Ia comﬁosici&n quimica del M. leprae es compleja, los li-
pidos son los constituyentes principales del hacilo, asi came
icidos grasos, grasas neutras, fosfitidos, cuerpos ceroides, -
lecitina, proteinas e hidratos de carkono. (1) (8} (73}

En la composicifn quimica del M. leprae, se han epncontra-
do Acidos micSlicos de alto peso molecular idénticos a los ba-
cilos del armadillo inoculado y distintos a otras especies de
microbacterias. Otros camponentes son el acido tuberculoested
rico, el phithiocerol dimycocerostate y el glicolipido fenSli-
co, siendo los dos Gltimos especificos del bacilo de la lepra.
Tambi&n es importante sefialar la presencia del peptidoglycan,
canin en otras micobacterias pero gue en el M. leprae la alani
na es reemplazada por la glicina. (2) (25) (51) (38)

El M. leprae obtenilo de tejidos humanos, armadillos y -
ratones, contiene la enzima hidroxilasa cfiprico dopamina, y es
tudies in vitro sobre esta enzima han demostrado que el acido
fusfrico la inhibe; esto podria tener valor quimico terapfutico
contra M. leprae. (69)



Anteriores estndios indicaban que la enzima O-difenoxida-
sa, estaba ausente de tejidos humanos lepramatosos, Ia exis--
tencia o ausencia de esta enzima se ha estudiado de nuevo y —
los resultados sugieren que esta enzima no es caracteristica -
del M. lepgrae y se le encuentra en escasa cantidad, (44)

Ya se inform5 de la presencia de un glicolipido fenSlico
especifico en M. leprae y en tejido de armadillo infectado. -
Tenia un oligosaca{rido, compuesto de 3-0-Me-ramnosa y 2,3-di-
0-Me-ramnosa y 3, 6-di~0-Me-glucosa, unidos glucosidicamente -
al substituyente fenSlico. La estructura del oligosacdrido -
ha sido determinado por hidrolisis &cida parcial premetilacitn
HWMR ¥y 13CNMR. La hidrSlisis 3cida del Glicelipido-fenflico-1
desacetilado revels un cuerpo ftilocerol fendlico y la espectro
metria de masa y patrSn MMR del cuerpo premetilado sugieren la

siguiente estructura: Cromatografia gas-liguida combinada con es

pectrometria de masa demuestra 3 dcidos mycocexSsicos tetra- —
metil ramificados, C 30m, C 32 y C 34, con pesos moleculares -
de 466, 494 y 522, respectivamente. (21) (33) (34) (83)

Tambi&n se presentan evidencias de que el glicolipido es
inmanolégicamente activo, ya que reacciona con antisuero de -
conejo a ML leprae y con suero de pacientes lepromatosos. (34)

Un aspecto que nos interesa, es que la enzima dismutase -
super&xida ha sido identificada y la actividad peroxidadica --
damostrada. Esta enzima contiene manganeso y tiene baja acti-
vidad en los estractos de cBlulas libres. (88)

Respecto a las caracteristicas bioguimicas, el M. leprae
miestra mayor similitud con el M. vaccae que con cualquier --—
otra micobacteria cultivable. (18)

Por medio de cramatografia gaseosa y analizando los &ci--
dos grasos constitutivos del M. leprae, se ha visto que tiene -

un elevado contenido de dcido behénico (n-C22:0) y el nimero -~
del carborno de la rama en los Scidos micOlicos de esta especie



es 20. Esto sugiere la posible identificacitn del M. leprae
por medio de cramtografia gaseosa. (88) (89) (42) .



ESTRUCTURA DEL GLICOLIPIDO FENOLICO

S0
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DIFERENCTAS ENTRE FL M. LEPRAE ¥ EL M. TUBRERCULOSIS -

M. Leprae °

l.- Mis corto y mis rigido
2.- Be agrupa en globias
3.~ Es mis infeccioso

4.- El tejido lepromatoso contiene mayor nfimerd de bacilos -
5.~ Es menos Scido alcohol resistente
6.~ Poder patSgeno menor

M. Tuberculosis

l.~ Mis largo y menos rigido

2,- No se agrupa

3.= Menos infeccioso

4.~ Ios tejidos infectados con’'menor nimerc de bacilos
5.- Es mis fcido alcohol resistente -

6.- Poder patfgeno mayor

{CUADRD 1)



10

MICROSCOPIA ELECTRONICA

Ias observaciones al microscopio electrbnico’ hah demog--
trado que el M. 1e§rae esti rodeado por una membrana gue ﬁeng_
tra en forma de red en el interior del’ i:rot:opiasma bacilar y -~
esta memhrana est ccmﬁ.lesta por dos capas.. En el citoplasma
existen unos cuerpos redondos muy osmiofilos que son los nucle
olos. (8) . ’

En los exfimenes ultraestructurales del M. leﬁtae tefiido -
con wamil acetato y citrato de i:lcmo, se chservaron esencial-
mente tres tipos'de M. leprae: bacilos conteniendo todas las -
estructuras de una célula procaribtica (pared bien definida y
marbrana citoplismica alrededor del citofalasma granulado, con
mesosamas visibles, ribosomas y nucleoplasmas), bacilos seme---
jantes a los anteriores perc con un citoplasma homogéneo y ba-
cilos en que ro se ohservaban untraestructuras regulares y que
raramente contenian vacuolas; la frecuencia de los tres tipos
de c&lulas es respectivamente del 5, 10 y 80%.(77})

El Microbacteriun leprae, contiene una zona transparente
exterior de electrones (ETZ), un enlace l-2-glicol conteniendo
polisacAridos (en la menbrana citopldsmica y en el mesosoma) -
una capa de peptidoglicanc y un depdsito de polisacdridos en -
la superficie exterior del ETZ. (77)

Tambi&n debemos sefialar recientes descubrimientos; i:or -
ejanplo, que las capas de la pared celular son simétricas. - -
Fukinishi y Col. han investigado la zona electrotransparente -
que rodea al bacilo dentro de los fogolisosamas de los macrd-—
fagos y esti formada por lipidos y sobre todo por el peptidoli-
co-lipidos en su mayor parte y en los cortes ultrafinos tienen
. una imagen en forma de gotitas esféricas idénticas a las del —.
ratbn desmudo vy armadillo infectados asi como armadillos con -
infeccibn natural. Esta disposicibn no se cbserva en otras m:i
cobacterias cultivables. (77)
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Hirada, en 1983, estudia inclusiones intracitoplésmicas
que son homogéneas, esféricas, no uniformes en su distribucifn
Yy Que no estin delimitadas por estructuras membrancosas y de es
casa diferencia con el bacilo de la lepra morina.(32) (38)

Se han estudiado las bardas en la superficie y cada banda
esti compuesta por dos finas lineas circulares. (38)

Por microdensitometria y por citoquimica ultraestructural
de la menbrana del M. leprae, se mostrd gue mide 7.04 a 7.08 m
y es PAS positiva en comparaciBn con otras especies que miden -
de 6.36 a 6.37 m. (77)
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VIABILIDAD Y TRANSMISION

ILa entrada del microorganismo en el hombre ha sido objeto
de numerosos estudios, Se admite gue la via de penetracifn del
gérmen es através de las vias respiratorias asi Davey y Rees -
comprueban que en cada emisifn forzada de mooo nasal pueden en
ocontrarse hasta e 8x 10 bacilos cuya viabilidad fue comprobada
al inocularlo a la almchadilla plantar del ratén. Chacko, - -~
gracticando biopsias de la mucosa nasal a los convivientes sa-
nos, encuentra bacilos vivos y en algunos casos con signos in-
flamatorios de los nerviecs de dicha mucosa, debido sin duda a
la accifn del bacilo. El hallazgo por parte de Narayan, de ba
cilos alcohol-8cidoresistentes en el cuerpo de algunos artré-s
podos, especialmente en lugares donde la lepra es endémica, no
rrueba en forma concluyente que la via de entrada sea exclusi-
vamente por picadura de posibles vectores. {7)

¥n relacifn a la viabilidad del g&rmen que se consideraba
muy escasa fuera de los maerbfagos del enfermo, se ha demostra
do, gracias al modelo experimental en el ratSn, que puede per-
manecer vivo fuera del paciente hasta 10 dias, incluso mis.
{87) (38)

También se ha demostrado que el indice de infeccibn, es
mucho mayor que el de enfermedad y que los contactos con enfer '
mos maltibacilares pueden presentar infecciones subclinicas --
que curan espontineamente si funcionan bien los mecanismos in-
munocompetentes celulares. {38)

Otro hecho relevante, es la posibilidad de infeccién in—-
trauterina, que hasta hace poco era negada y se afirmaba de --
forma rotunda, que los ninos se contagiakan después del naci-——
mients en intimo contacto con los padres enfermos, (83)

Hoy es bien conocida, la presencia en el suero del cordén
umbilical de ninos de madres lepromatosas, anticuerpos anti- -
Igh e IgM, la placenta estf altamente vascularjzada ocon una —
bacterémi de 10 5 en enfermas lepromatosas embarazadas por lo
gue puaden pasar numerosos bacilos al feto.(38)
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Recientemente en un documentado trabajo, Melsom demuestra
la formacifn de anticuerpos en el recin nacido de madre lepro
matosa, en cuyos sueros persisten anticuerpos frente al antige
no 7, hasta los 18 meses de edad, 1o que prueba la existencia-
del paso através de la placenta del bacilo, o sus antigenos.
(6) (70)

Duncan y otros, encuentran dos nifios de madres lepromato-
sas de 12 y 17 meses con lepra indeterminada y tuberculoide --
clinica e histolSgicamente y se danostraron anticuerpos anti---
micobacteriales IgA e IgM, en suero del corddn umbilical. (59)
{38)

_ La existencia de otros casos de lepra en nifios menores de
2 afios, uno de 11 meses. (70} El caso de Givohar de 19 me—
ses y otro de 18 meses, nos hace pensar en la posibilidad, por
tan corto periodo de incubacifn, de un contagio intrauterino.
{38y '

Neelson y otros, encuentran anticuerpos IgM e IghA, contra
M. leprae, en un 20% a 50% de los nifics de madres lemromatosas
en el enbarazo y no lo encuentran en nifios de madres LT y con-
troles sanos, (38)

El Dr. Kaur, demstrd la viabilidad del M. leprae bajo --
condiciones atmosféricas normales y adversas. Bacilos recogi-
dos de lepraomas, fueron sacados a temwperatura ambiente durante
periodos variables, después fueron expuestos a la luz solar di
recta, W, y fueron inyectados en la almchadilla plantar de —-
ratones timectomizados para comprobar la viabilidad. Les orga
nismos podian resistir los UV durante 30 minutos, la luz solar
directa por 2 horas y la temperatura ambiante durante 7 dias.
{42)



INDICE BACTERIOLOGICO Y MORFOLOGICO
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INDICE BACTERIOLCGICO Y MORFOLOGICO

La biisqueda del bacilo de Hansen en los enfermos de :Leéa:a
tiene gran importancia para el estudio, clasificaci6n y para -
seguir la evolucifn de la enfermedad.

El material para estudio puede tomarse de la piel, de la
mucosa nasal, o bien, de los ganglios. La zona elegirta debe-
r8 ser una piel con actividad, ya sea de lesiones cutfneas o
infiltracifn, siguiendo la técnica siquiente:

A) Asepsia de la piel elegida

B) Hacer isquemia completa

" C) Picar profundo en la zona isguémica
D) Hacer un frotis delgado

Cuando la muestra es de la mucosa nasal, deberfi tomarse
del tabique en donde abunda el bacilo. Se puede hacer ocon una
cuchilla o estilete, produciendo un discreto raspado. El ma-
terial obtenido se extiende en un portaobjetos y se £ija a la
flama.
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INDICE BACTERIOLOGICO

Para estudiar el indice bacterio}&gico', las laminas se
tifien con la tincibn de Ziehl-Neelsen, de rutina. El indi-
ce bacteriolSgico, indica'la cantidad de bacilos y segfin la
COrganizacifn Mundial de la Salud, la determinacifn del indi-~
ce bacteriolbgico debe hacerse estudiando por lo menos 100
campos de luz con aumento de BOO x o mis. La clasificaciSn
se hace segfin la siguiente tabla:

Ningfin bacilo en toda la l&mina negativa
De 1 a 10 baciles en 100 canpos b4

De 1 a 10 bacilos en 10 campos ®xX

De 1 a 10 bacilos por campo HHK

De 10 a 100 bacilos por campo 200

De 10 a 1000 bacilos por campo 200000

Mas de 1000 bacileos por campo ICORRNK
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INDICE MORFOLOGICO

Nos expresa la capacidad con 1la que se tifien los bacilos
manifestando el porcentaje de bacilos s5lidos y fragmentados.
Para determinar el indice morfolbgico, las laminas deben f£ijar
se y tefiirse de la siguiente forma:

FLIACTON:

1l.- Una vez que el extendido se ha secado al aire, debe. fijar
se durante 3 minutos con vapores de formaldehido. Esto -
se hace poniendo unas gotas de formaldehido concentrado -
con un vaso de Coplin, colocando las liminas dentro y se-—
llando el vaso con adhesivo.

2.~ Fijacifn durante dos minutos sobre una lfimina de vidrio -
que se ha colocado sobre un recipiente con agua hirviendo.

3.- TMuevamente f£ijaciSn de 3 minutos con vapores de formalina.

4.- Ppor Gltimo, nueva fijacitn de 2 mimitos sobre la lamina de
vidrio caliente.

TINCTON PARA DETERMINAR EL INDICE MORFOLOGICO

1.~ Se usan los mismos colorantes que en el 2iehl-teelsen de
rutina, excepto la Fucsina, que se prepara disolviendo 20
grs, en 100 ml, de alcohol, o sea, una concentracifn al -
doble. '

TLUMINACION

La iluminacibn del microscopio, debe hacerse segfin las re—
glas de la iluminacifn de Kohler.

1a determinacifn del indice morfolfgico, consiste en deter
minar el porcentaje de bacilos s6lidos y no s6lidos o fragmenta
dos en un extendido de M, leprae. Para esto, se cuentan 100 —-
bacilos anotindose cufiles son sBlidos y cuiles fragmentados.

Se considera como bacilo sblido finicamente aquel bacilo que
esti tefiido uniformemente con bordes lisos y regulares y que no
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Fresentan zohas de diferente intensidad@ de color. Deben exa-
minarse con especial cuidado en los extremos, para ver si pre
senta zonas de decoloracifn.

Antes de empezar la clasificacibn de s6lidos y no sS5lidos
debe hacerse una revisi®fn general de la lSmina para estudiar el
tipo de bacilo, ver si la tincifn es uniforme en todo el exten
dido y buscar las zonas donde se encuentra mayor niimero de ba-
cilos.

Sclamente se estudiarfin los bacilos gue est&n aisiados y =
mo en globias.

A mayor indice morfolSgico, mayor infecciocidad.

Procedimiento para indice morfolSgico: Se escoge una par
te bien telida de la placa y se busca un grupo de bacilos de -
Hansen aislados, deben desecharse los aglomerados y los de las
globias. En el grupo escogido se cuentan 100 bacilos y de es-
tos se deben contar cufintos bacilos sblidos y uniformes existen.
Si un bacilo es de color claro, © muy corto o granuloso, o es—
s5lido, 5i existe un bacilo mis largoe que el promedio de los -
s6ljdos con claro pequefio en su parte central, probablemente es
tA a punto de dividirse y se contarfin cano 2 sdlidos. Cuando -~ )
se ve una fila de 2 6 3 granulos juntos son restos de un bacilo
y se contar@ como uno "no s51ido". (55) (39)



18

DMDICE MORFOLOGI (Ridley)

Ridley prefiere utilizar el indecr S, F, G; o sea, divide
a los bacilos en tres clases: S6lidos, Fragmentados y Granulo-
50s, Se cuentan 200 bacilos y se amota el fprgehtaje de cada
wo de ellos correspondientes a los granulosos, fragmentados'y
sblidos y posteriormente se anota el SFG Index siguiendo la
tabla:

Ejeamplo:
561idos ’ Fragmentados Granulosos
X/200 X/200 X/200

El nfimerc 0 corresponde a menos del 1%
El nGmero 1l corresponde de 1 a 20%
El nGmero 2 corresponde a mas del 20%

Valor SFG. Ejeamplo:
) F G
2 2 0 corresporde al SFG Index 8 (seglin la tabla)

Tabla:

200 corresponde a 10

210 a 9 75 a 100% S5lidos
220 a 8 50 a 75% SSlidos
211 yl20 a 7

221 a 6 20 a 50% S&Slidos
121 a 5 i
122 " a 4 1 a 20% S61lidos
112 yv 021 a 3

022 a 2

012 a 1l menos del 1% S51idos
002 a 0
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METODOS DE TINCION

~ Una de las caracteristicas mis importantes del hacile es

su afinidad a los colorantes bisicos 'y su tincidn positiva con
tincifn de Gram.

El bacilo de Hansen através de su estudio, ha sido colo-~
reado por diferentes métodos y alin mis, en los Gltimos afios se

siguen analizando modificaciones de las t@cnicas clfsicas para
obtener mejores resultados,

Describiramos a continuacifn las diferentes tinciones pa~
ra micobacterias.

l.-

TECNICA DE ZIEHL NEELSEN.

Coloracitn mis utilizada por su sencillez y sequridad
en’'la cual se utiliza la fucsina 8cida decolorando --
con alocohol &cido y se contrasta ocon azul de metilero;
esta coloracidn se basa en la propiedad de la Scido -
alcohol resistencia.

Esta técnica puede ser utilizada tanto en frotis como
en cortes histolégicos.

Procedimiento para cortes histoldgicos:

Fijacibn de la muestra histolSgica en formol buffer -
neutral y secciones de parafina de 6 micras.

a) Desparafimar e hidratar

.b) Tefiir en solucidn carbol fucsina durante una hora

al 1%.

c) lavar con agua corriente

d) Decolorar con alcohol jeido hasta que las prepara-
ciones tomen color rosa palido

e) Contrastar en solucidn de azul de metileno

f£) Deshidratar y montar

Resultados: los bacilos no tifien coler rosa mexicano
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Procedimiento para.frotis:
a) Hacer el extendido y dejar secar al aire -

"b) Hjar con calor

c) Tefiir con fucsina durante 5 minutos calentando 3 °
veces . . ‘

d) Decolorar con alcohol Scido al 5% hasta que no sal
ga mids rojo

e} Tefiir con azul de metileno durante un minuto

Resultados: Ios bacilos se tifien de color rosa, esta

tincifn sirve para el estudio del indice bacterioldgi

co.

TECNICA DE FITE FARAX.

En el afio de 1938 Fite vy Faraco preparan la técnica

que lleva su nombre, para organismos fcideo resisten—

tes., Esta técnica es la que se utiliza en el Centro

DermatolSgico Pascua con excelentes resultados en to

dos los cortes histolbSgicos de los pacientes enfer—-

mos de lepra.

Procedimiento:

a) Desparafinar los cortes en una solucibn de xilol,
aceite de olivo en dos cambios de 5 minutos cada
uno

b) Escurrir y secar con papel filtro

€) Lavar con agua corriente durante 5 minutos

d) Tefiir en solucidn carbol fucsina durante una hora

e) Lavar con agua corriente

£) Decolorar con Scido sulflrico al 1%

g) Lavar con agua corriente

h) Contrastar con una solucibn verde luz

i) secar las preparaciones con papel filtro

3) Pasar directamente a xilol y montax
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- Resultados: Bacilos Scido alcohol resistentes color ro-
jo brillante y tejido conjuntivo verde claro.

Harada propone una modificacitn del }E:rocedﬁniento, “usando
la pararosanilina y oxidacifn con Scido perifdico prolon-
gado, tinciBn con la cual los bacilos se tifien mis inten-
samente y aparecen en mayor nimero.

3.~ VERDE MALAQUITA (8) o
Se colorea el bacilo con verde malaquita al 1% disuel-
ta en 0.2ml. de acetato de buffer a un PH de 4.3 y se
demostrd la presencia de substancias basofilicas libe-
radas del bacilo, después de haber sido calentado a —
60cC. Estas substancias son lipides derivados de la -
oxidacifn de dcidos grasos insaturados. Esta colora--
cibn no hace diferencias entre el bacilo vivo o muerto.

4 .~ CARBOL~-FUCSIMA-NIGROSINA

* Sirve para observar la memhrana del bacilo. Se fija -
el frotis a color, luego se expone a carbol-fucsina --
por 5 minutos a 370C y posteriormmente se contrasta con
nigrosina, observindose en el microscopio la cipsula -
del bacilo con bhordes bien definidos.

5.— SUDAN III (66)
la importancia de este tipo de coloracin, estriba en
que casos considerados clinicamente como indetermina-
dos, revelan histoldgicamente que son lepromatosos de
bido a la presencia de lipidos componentes del bhacilo.

6.~ MODIFICACION DE COLORACION DE FONDO DE LA TECNICA - -
ZIEHL-NEELSIN EN LA IDENTIFICACION DEL M. LEPRAE

El Dr. Sicueira (1982) analiza la tincifn con azul de
metileno en el método de Ziehl-Neelsen, y propone una
modificacifn en la técnica: alcalinizacibn concomitan
te de la solucibn acuosa tipica de azul de metileno,-
afadiendo algunas gotas de una solucifin de hidrSxido
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s6dico 1:500, sobre el porte a tefilr. Se observan -

con esta técnica: a) mayor iaeriodo de validez de la
soluweifn; b) ausencia de prec':i.ﬁitado en los i:ortes'; -
c) una visualizacifn mayor del substato; d) mayor con
traste entre el sustrato y los bacilos. (3)

7.~ MODIFICACIONES DE TBECNICAS DE TINCION
Ios Dres. Harshadrai y Subhash, o:rméararon un métedo
de fluorescencia con el método Fite Faraco, para de-
tectar microorganismos 8cido resistentes en cortes —~
de bicpsias incluidas en parafinas obtenidas de pa—-
cientes de lepra. Se estudiaron 50 casos y el método
fluorescente fud mejor que el Fite Faraco. Sa superig
ridad fue evidente en casos en que los bacilos eran --—
muy escasos. La microscopia de fluorescencia ptlede -
usarse tambi&n para determinar los irdices bacteriols-
gico y morfolSgico, La facilidad y rapidez de la mi-—-
croscopia de flwrescencia parecen ser grandes venta--
jas. (31}

Es importante sehalar que se describe una técnica en la
cual se emplea azul soluble en lugar de azul de metile-
ro convencional camo colorante de contraste en el proce
dimiento de Ziehl-Neelsen. Esto aumenta la intensidad
de la coloracidn azul de los contaminantes no bacteria-
nos, y por esto la técnica resulta de gran utilidad pa-
ra sequir el progreso de la purificacifn a partir de —-
tenido infectado. (65)

Se hizo un estudio de camparacitn de 3 procedimientos -
de tincifn por el Dr. Collons, utilizando el método -~ -
Ziehl-Neelsen, el de auramina y de la planta-metenamida.
El nimero de hacilos tefiidos fue mayor con el tefiido -
por el método de la planta-metenamida gue con los otros
métodos. Las cuentas de bacilos tenidos con auwramina -
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no fueron tan altas pero si mayores cue con el método
Ziehl-Neelsen. Los dos métodos anteriores delinearon
claramente la pared de los bacilos y facilitf las - -
cuentas especiadlmente cuardo las suspensiones bacteria
nas ocontenian muchas globias. (78)

8.-FDA/EB

Es importante mencionar en esta seccifn, el procedi--
miento de tincidn fluorescente con diacetato de Fluo-
resceina y hromwo de etidio y que son el proi:f:sito -
de esta tésis; permite medir la .viabilidad de las hac
terias. Ias c&lulas viables se tifien de verde, en --,
tanto que las no viables de rojo. (25) (50) (49)

En sueros de pacientes lepramatosos por medio de una

tBcnica de precipitacitn con polietilen glicol, se -

encontxrd a mimscoﬁia de luz aburdantes kacilos Sci

do-alcohol resistentes similares a los observados en

la piel de estos pacientes y se okservaron entreos y

fragmentados. Ia diferencia llamativa entre los baci
los del suerc es la ausencia de una bkanda transversal
lo cue sugiere que los. bacilos del suero no estln en

fase de divisi6n. (31)

PRUEBA DE ADENOSIN TRIFOSFATO

Recientemente, se ha utilizado para conccer la viabi-
lidad bacilar la prueba con AMencsin Trifosfato, que
es un método que puede desarrollarse en pocas horas y
a un costo mucho mis bajo, ya que con la tBcnica del =
cojinete plantar del ratfn para obtener resultados, se
requieren de 8 a 12 meses. (41} (25)

los niveles normales de ATP son de 1.09 a 1.38 pico--
gramos por un millén de c8&lulas. En estudios hechos -
con pacientes bajo tratamiento con DDS, no se detecta-
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ron niveles elevados de ATP y al inocularse a la al-
mohadilla plantar, los bacilos crécierén. Todo esto -
sugiere gue seria un método fxara detectar i:acientes'
resistentes a la dapsona,(15)'(16)



LEPRA EXPERIMENTAL
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ESTADO ACTUAL DE 1OS CULTIVOS

CULTIVO DEL: M. LEPRAE:

Muchos fueron los intentos para realizar el cultivo del
bac:Llo de Hansen. Para elloc se han enpleado pr:éct:.camente =
todos los medios artificiales conocidos, alguos elaborados
selectivamente para tan exigente gérmen.

Asi vemos al principio una marcada tendencia a cultivar
en los madios propios para el bacilo de Koch. Otros emplea-
ron atmSsfera con concentraciones quimicas variables, dife—-
rentes atmbsferas de oxigeno, anhidrado carbdnico, sangre, -
etc.

En 1958, el Comité de Bacteriologia y Patologia del VII
Congreso Internacional de lLepra, presenta por primera vezs un
programa de trabajo para producir un medio de cultivo adecua
do,pero los resultados de estos trabajos fueron desalentado-
res.

En 1970, el Comité& de Expertos de la Lepra de la OMS, -~
aconsejd el uso de las siguientes pruebas para el reconoci--
miento del M. leprae obtenidos de medics de cultivo sint&ti-
cos.

l.- Inoculac:.én en la almohadilla plantar del ratén.

{Shepard 1960).

2,- Oxidaci6tn de 3,4 dihidroxifenilalanina (DOPA).

' Prabhakaran en 1966 encontrf que el M. Leprae oxida
la DOPA a productos coloreados luego de incubacibn
por 15 a 30 minutos. El producto coloreado es el -
indol-6,6 quinona y la lectura se realiza por espec
trofotometria, La OMS recomienda esta prueba para
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confirmacifn-del. restltado del’ cultivo y se le asigna
importancia a la DOPA oxidasa en’ el metabolismo del -
bacilo, ya cue &ste se reproduce’ en tejidos ricos en
_esta enzima, .

3.=- Prueha de la lepromina

4.- Identifjcacifn seroclSgica o

5.- Inoculacifn en el armadillo (Kirchheimer y Stross,
1971) '

6.- Se discute una sexta prueba propialad de la piridina -
rara extraer la 8cida alcohol resistencia del M. leprae.’

Skinsnes y Col. examinaron las proi:iedades de la piridina
sobre la AAR del M. leprae y de otras ocho c¢epas de micobacte-
rias. Los hallazgos estuvieron de acuerdo & publicaciones an-
teriores excepto que también pudo ser extraida la AAR del M. -~
smegmatis y M. phlei, tratados con piridina por dos horas. El
hallazgo mis importante fue que la capacidad para extraer la -
AAR estaba relaciomada con la edad del bhacilo y probablemente -
sea una caracteristica de los bacilos no viables. E! M. leprae
desarrollado in vitro en un medio joven, mostrd resistencia a -
la extraccifn con piridina las primeras semanas, pero conforme
el cultivo envejecia, la extratibilidad de la AAR era una propie
' dad de los bacilos viejos y no viables y como tal esta prueba no
es definitiva para determinar si se ha cultivado o no in vitro
el bacilo de Hansen. (27)

En el X Congreso Internacional de Leprologia (Bergen 1973},
Pattyn presentS su trabajo sokre el problema del cultivo del M.
leprae basado en la investigacifn del articulo publicade en los
10 afios anteriores y después de hacer una critica detallada con-
cluye afirmando que los resultados han sido desalentadores y que
la solucibn del problema se podria legrar con el conocimiento y
camprensifn del medic ambiente intracelular y las posibilidades
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metabSlicas del M. leprae partiendo de t&cnicas bioguimicas, -
histogquimicas y ultramicroscSpicas.
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OTROS INTENTOS DE MEDIOS DE CULTIVO
MEDTO DE MUROSHASHI-YOSHIDA (1973)

En 1969, los autores desarrollaron el medio M-Y constitul
do por: fosfato monopotisico, fosfato distklico, asparagina, i
trato de sodio, sulfato de magnesio, cloruro de calcio, gluco-
sa, yeast RMA, glicercl, albimina bowvina, fraccifin V y agar al
un por mil. (62)° '

En este medio obtuvieron muy escaso desarrollo, por lo --
cual en 1972 lo mdificaron llamindolo M-Y 11d. Para ello, --
quitaron el glicerol, aumentaron los fosfatos y sulfato de mag
negio e incorporaron piruvato de sodio. Con el ;iroducto obte-~
nido de ese cultivo, realizaron subcultives y se obtuvo un an-
tigeno con el cual se realizaron mruebas cutfineas dando reac—-
ciones muy similares al test de la legn:cmina.

Al medio M-Y 4, se le pueden formular las siguientes cri
ticas: a) sblo se realizb como prueba para identificar el - -
test de lepraminza; b) la falta de pablicaciones hace dudosa =
su efectividad,

MEDIO DE SKINSNES ¥ COL. Ia-3 Medium {1575)

Ellos demostraron que la concentracitn del M, leprae en -

tejidos humanos estf relacionada con la presencia de mucopoli~
saciridos cidos en el huésped; al mismo tiempo, el Scido hia-
lurbnico, al realizar la t&cnica de Shepard, promueve el creci
miento si se usa en el inSculo y en el sitio de la inoculacitn.

Tambi&n se observS que una spluciSn salina de dcido hiall'i
rbnico, mantiene viabtles a los bacilos por varias semanas en -
refrigerador a 370C. En hase a estas observacicones se desarro
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dcido hialurSnico, albmina bovina fracc:.ﬁn V,.extracto.de | -
levadura y pmlcilimi G pot&sica

El crecimiento inicial en el medio LA-3, requirid al- -
rededor de 6 semanas, per:o luego se redujo a dos senanas usan
do cantidades mayores del medio y se desarrollaron numerosas
colonias amarillo-anaranjadas.

ILos autores consideraron que el bhacilo desarrollado es -
el M. leprae por: a) requerimientos nutricionales de Scido -
hialurénico por el M. leprae; b) varios cultivos con similares

caracteristicas han sido aislados de pacientes con lepra lepro

matosa; c) incapacidad de subcultivar cultivos aislados en los
medios usuales para cultivo de microbacterias; d) los bacilos
aislados de los cultivos, dan positiva la immnofluwrescencia
con suero de enfernmos con lepra leproamatosa.

Pero Skinsnes no realizd todas las técnicas necesarias re

comendadas por la OMS, para el reconocimiento del bacilo de ——
Hansen obtenido en medios de cultivo sintéticos.(52)

En reciente trabajo de Prabhakarfin, afirma que: en los
estudios que ellos realizaron han encontrado que el M. leprae
posee una habilidad caracteristica para utilizar ciertas subs
tancias que son importantes para la funcifn normal de los te-
jidos de la piel y los nervios. Estas substancias son deriva
das del aminoScido tirosina. Bn los tejidos especificos, la
. tirosina se convierte en DOPA y la DOPA en sus derivades: do-
ramina adrenalina y rmoradrenalina. Pero concluye diciendo —
que esta hipStesig de especifidad de tejido del M. leprae ne-
cesita mis confirmacibn. (67)
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El M. leprae sigue presentando dificultades para ser cul-
tivado in vitro, pero a lo largo.de la historia vemos como des
pués de 1970 cuando la QMS recamienda las tBcnicas necesarias
para el reconocimiento del’ bacilo, se despierta en los investi
gadores una inquietud cada vez mayor.

Durante el iltimo Congreso de la Lepra en México (1972),
el taller de trabajo socbre la microbiologia del M. leprae ac-~
tualizé los conocimientos microbiolfgicos actuales del M. - -
leprae y los criterios a aplicar en caso de su posible culti-
vo in vitro. Estos criterios son los siguientes: la técnica
debe realizarse con &ito en una proporcibn significativa de
ensayos con material rico en bacilos procedente de animales o
hmanos. TLa multiplicacifn debe ser significativa. El proce
dimiento de aislamiento debe realizarse con &ito en un por-
centaje elevadn de intentos cuando se utilizb material rico -
en bacilos procedentes de pacientes sin previo tratamiento o
animales. Ia multiplicaciSn debe ser regular y significativa
(teniendo en cuenta los errores experimentados y posibles ar-
tefactos de las t&cnicas utilizadas). Igualmente, deberia de
mostrarse que los bacilos pueden ser pasados sucesivamente de
forma indefinida. (52) (27)

Entre los criterios utilizados para demostrar la identi-
dad, estfin las siguientes: todas las cepas crecidas in vitro
deben ser idénticas y no sblo en la mayoria, sino en todas -
las caracteristicas. Las cepas deberin ser idénticas en aque
llos antigenos de M. leprae que contengan determinantes espe-
cificos.

Los aislados deben poder diferenciarse de otras especies
de micobacterias comocidas. Ias cepas deben camportarse en -
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pacientes humanos igual que el M. leprae derivado de tejido -
Immano. Suspensiones standard de organigws muertos prepa-
rado del cultivo, deben dar reatcitnes negativas en’ las fa-
ses lepromatosas y positivas en’ las tuberculoides. Ia pa—
red celular de las cepas cultivadas debeh parecerse guimica
mente al tejido derivado del M. lei:rae. Se debe mostrar --
una homologia elevada ocon M. leprae derivado de tejides.; (63)

Cultivo in vitro del mycobacterium X procedente de te-
jidos infectados con M. leprae en un medio de acetona-dime-
til sulfbxido tetradecano. (Dr. Kato en 1883). Se cultiva-
ron cepas de micobacterias aisladas de tejidos humanos y ar
madillos infectados con M. leprae en el medio mencionado. -
Se desarrollb a 38oC. una amulsifn fina y a la microscopia
se mostrd una lenta pero abundante multiplicacifn de baci--
los &cido resistentes, Durante los 2 a 3 meses siguientes
de iniciado el cultivo, alcanzb su meseta. ILos cultivos —
¥y los subcultivos en los cojinetes plantares de ratfn produ
cen una mualtiplicacifn similar a la obtenida por inyeceidn
de M. leprae aislado del humano., Los cultives han sido de-
nominados tentativamente Mycobacterium X. La relacifn de -
este y la patologia de la lepra no ests clara. (41}

Los Dres. Matsuo y Tatsukawa han intentado un cultivo
(1983) celular del M, leprae, afadiendo agentes reductores
ocamo glutation reducido, DL cisteina en Sc¢ido hidroxiclo~-
rhidrico y ditiotreitol al medio de cultivo y con una ten-

. 516n de oxigeno reducido. Durante un periodo de 5 afios, -
se observd un ligero aumento en el nmero de bacilos dcido
resistentes. Sin enmbargo, la viabilidad de los bacilos ob-
tenidos no ha podido ser conprobado con la t&cnica de al-~ -
mohadilla plantar del ratdn. (56)



INOCULACION DE LEFRA A TOS AMNIMALES
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INOCULACTION

A partir del desculrimiento del M. leprae por Hansen,
inmmerables tentativas de inoculacifn fueron llevadas a -~
cabo, principalmente en el hombre para determinar si la —
enfermedad se transmitia por contagio o era hereditario.
(27)

Admitida la contagiosidad de 1la lepra, no por el re——~
sultado de las inoculaciones (que siempre resultaron dudo-
sas o negativas), sino por los datos epidemiolbgicos; dos

-motivos principales continuaron estimilando a los investi-
gadores para encontrar el animal idtneo; el deseo de tener
un recurso bioldgico para la confirmacifn de ciertos diag-—l
nSsticos y 1a necesidad de esclarecer la patogenia de la -
afeccibn.

Asi se anplearon numerosos medelos animales: perro, -
gato, cefdo, caballo, mono, ratdn, hamster, conejo, galli-
niceos y mchos otros, tentindose con diferentes inSculos,
vias, técnicas.

A partir de 1960, dos animales se disputan el privile-
gio de permitir el desarrollo del M. leprae: el ratbn v el
armadillo. Gracias a ellos, la leprologia avanza y mis en
el campo de la bacteriologia.

l.- LEPRA EXPERIMENTAL EN EL RATON

Se sabe desde 1957 que el M. leprae crece en la almoha
dillo plantar del ratfn, pero las condiciones requeridas —-
para tener resultados significativos no fueron claras sino
hasta 1960 (Shepard).
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Ios resultados en el. ratSn normal son consistentes' y
con buends resultados.’ En una revisifn.realizada en Atlan-
ta, ha mostrado que el M. lei:xi:ae Se ha aislado de 404 mues-
tras y los resultados han sido exitosos; se conservan varias
cepas y la mis vieja tiene mis de 11 afios.

Rees y Col. (1966, 1967, 1968), demostraron que otro mo
delo fitil es el ratdn timecotomizado e irradiado (T/900). -
En la infeccifn con M. leprae del ratfm nommal, no se repro-
ducen fielmente muchos aspectos de la enfermedad humana, en’
el -timecotomizado e irradiado, en cambio, se desarrollan in-
fecciones lepromatosas que tienen muchas de las caracteristi
cas de la enfermedad lepramatosa en el hombre. (27)

Se ha establecido gue la transmisifn del M. leprae al -
ratbn, requiere de técnicas exactas y meticulosas, lo cue la
hace accesible para poos laboratorios en el mundo.’ Han si-
do descritos varios métodos para contar bacilos. El conteo’
bacterianc se hace en suspensicnes de tejidos.

Ia temperatura de control en las hahitaciones de los ani
males, es de suma importancia.’ A 20oC. ambiente la tempera~-
tura de la pata del ratbn es de 300C. pero varia de acuerdo -
a la actividad del animal. Con respecto a la timecotomia, --
Bsta debe realizarse cuando los ratones tienen de 4 a 8 sema-
nas. DespuBs se di una d6sis de radiacifn de 900 a 950 r, --
Dichos ratones quedan con una depresifin irmunolégica de larga
duracifn, especialmente de inmunidad celular.

Ia curva de crecimiento del M, leprae en el ratSn normal
incculado, fu@ dada por Shepard y Mc.lae (1965). Con el inb-
cule usual de 5 x 10 bacilos, la curva tiene 3 fases. Una fa



se de estancamiento.que dura. 90 .dias, luego una fase de cre—
cimiento o multiplicaeifn logaritmica’de 60 a 100 dias, du——
rante la cual los bacilos realizan una divisidn binaria requ
lar y fimalmente, la fase en la cual en ntmero de bacilos ——
disminuye lentamente hasta agotarse.

En €l ratdn normal durante las dos primeras fases, los’
bacilos se localizan en los filwoblastos. Ia fase logarit-.
mica termina abruptamente con la aparicidn de un infiltrado
con macrbfagos y lifocitos. El cuadro histolSgico recuerda
la lepra boderline.

En los ratones timectamizados e irradiadog, ocurre lo -
mismo que en los normales, hasta el final de la fase loga- -
ritmica. En ese mamento, la resbuesta irrmune local es tan ~
atenuada que la multiplicacifn bacteriana puede continuar --
aungue a una velocidad reducida. Se desarrolla una enferme-—
dad lccal, semejante a la enfermedad lepromatosa y se disemi
na a otros sitios.

Una vez lograda la infecciSn através de la almohadilla
plantar del ratfn, se tuvo la oportunidad de probar la res— .
puesta al tratamiento en forma experimental. Se provs la -
actividad de la Rimfampicina y de la acedapsona en el ratén
y se realizaron ensayos clinicos en el hombre. Se concluydb
que la Rimfampicina es de accibn bactericida répida, ya que
administrada al 0.03% en la dicta del ratdn durante 2 dias,
parece destruir la mayoria de los kacilos; en cambio, la -
dapsona para lograr el mismo efecto bactericida debe ser ad
ministrada durante 60 a 90 dias.

Estudios de Rees en 1967, estahlece la existencia de —
cepas registentes, tanto a la DDS como al Thiambutosine y —
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la inoculacifn en la almohadilla plantar del ratdn es el pri
mero y finico método para establecer la aparicifn de cepas de '
M. leprae resistentes.

Ia aparicibn de resistencia a la DDS no es comfin, las -
cepas resistentes han aparecido por lo menos durante 6 afios
de tratamiento y la resistencia a drogas en lepra no debe es-
perarse antes de los 3 afios, ya que el indice generacional del’
M. leprae es de 12 a 13 dias y el indice generacional del lba-
cilo de Koch es de 20 horas, i:or esto la resistencia en el M.
Th . ocuwrre después de los tres meses de tratamiento.

El patrén celular de respuesta es distinto en' el ratbn
normal que en el timectomizado y radiado con 500 rads. En el
primero, a los 20 meses o despuds los cambios histolbgicos co
rresponden al boderline de la lepra vista en el hombre, mien-
tras que en el timectomizado y radiado con 900 rads, a ios 8 -
meses el cuadro histolégico es idéntico al visto en pacientes
con lepra lepramatosa.

For 1o visto, la inoculacifn al ratfn tiene gran valor -
en la lepra en la actualidad, ya que:

l.- Permite determinar el tiempo de generacidn del M.,
Leprae.

2.~ Permite determinar la oorrelacifn entre el aspecto
.morfolbgico del khacile (indice MorfolSgico) e infec
tividad, '

3.- Constituye el método mis sencillo para ensayos oon
mievas drogas. :

4.~ Constituye el método que nos permite determinar la
aparicifin de resistencias a drogas.
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5.~ Proporciona datos coneretos sobre.la patogénesis de.
la infeccifn'leprosa.

En relacién a la viabilidad se ha datnstrado, gracias al
modeld exper:unental en el ratﬁn, que puede permanecer activo. -
fuera del paciente hasta 10 dias, incluso mas.

Tambi&n han mostrado su recaptividad a la incculacibn -
las ratas Lewis timectomizadas neonatalmente y las ratas atni
cas congénitas.

Ratones desnudos gen&ticamente atimicos, son muy suscep~
tibles a las infecciones por M. leprae; estudios previos han
puesto de manifiesto esto.

En 1983, el Dr. lancaster,démuestra que la inoculacibn de
la almohadilla plantar del ratdn desnudo, con distintas canti-
dades de inoculacifin, provoca un crecimjento del bacilo hasta
alcanzar 108 bacilos por almochadilla plantar. Huko disemina-—.-
cifn de la infeccitn aproximadamente 10 meses después de la —
inoculacién. (54)

2.- LEPRA EXPERIMENTAL EN ARMADILIO

En armadillo de nueve bandas sigue siendo el animal mas -
importante para la produccifn del M. leprae.

Es un mamifero del orden de los desdentados y familia de
los dasipolidos. El g@nero Dasypus Novemcintus fue el primere
de estos animales utilizado para la inoculacitn del M. leprae.’
Mide de 35 a 50 ans. de longitud (con cola de 70 a 90 ans.}, -
pesa de 3 a 6 kgs. con nueve anillos miviles en la ooraza y 8
molares en cada mandibula, Habitan en Brasil, Paraguay, Gaya-
nas, Texas. Ia camada standard es de 4 cachorrillos cque deri-
van de un simple huevo fertilizado, todos son del mismo sexo y
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contienen idéntica serie de genes. El periodo de gestacibn
puede ser hasta de 20 mesés. Viven en cuevas, se alimentan
de hierbas e insectos, con una temperatura corporal de 3iloC
y un promedio de vida de 10 afios. (8l)

Diversos autores entre ellos Storss y Kirchheimer, i::raE
ticaron diversas inoculaciones con M. leprae extraidos de en
fermos lepramatosos. El infculo contiene lO‘bacilos por c.c.
Yy se inyecta en sucesivas etapas de la vida del animal, 15'1—-
diéndose utilizar para ello las vias intradérmica, subcuti—
nea, intraconjuntival, en la mucosa nasal e intravenosa, pa-
ra aprovechar la diseminacifn hematSgena; observando el de--
sarrollo de lepromas con gran multiplicacifn bacilar al cako
de 14 a 18 meses.(45) (46)

Las comunicacjiones mostrahan incluso que el M. leprae,
cvardo desarrolla, lo hace en forma mis grave en el armadi-
1llo que en el humano, dado que se encontrd newmonitis lepwd
tica e infeccibh en esSfago y meningitis, ademis se compro-
meten casi todos los Srganos: higado, bazo, m&lula Gsea y -
ganglios linfSticos. Posteriormente se empezaron a utilizar
estos mismos lepromas, como fuente bacilar para nuevas ino-
culaciones con buenos resultados. (27)

En otros estudios, el Dr, Portillo y wl., consideran
que la baja temperatura del armadillo tiene relacifin con la
deficiente respuesta inmunolfgica dado que observan que la
transformacibn linfocitaria "in viwve" frente a agentes mi-
tSgenos, se veia deprimida a medida que disminuia la tempe-
ratura a que eran sometidos.
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‘Convit J.-y Col.; practicaton la inoculaci6n del M. leprae
al_ armadillo- autSctano venezolano, el Dasypus sabanicola, cobte-
niendo a su vez resultados exitosos.

Tambifn se han imsculado Dasypus hibridos en Argentina por
Balifia y Col., que se reproducen mis ficilmente en cautiverio.
(25) (27)

LEPRA NATURAL EX ARMADIIIOS

Alqunas &reas, por ejemplo Florida, parecen estar lihres
de la infeccibn. (25)

La Dra. Storss, presents en el "Workshop" sobre armadillos
de Caracas el hallazgo de 41 armadillos silvestres con lepra le
pramatosa y el infiltrado lepromatoso en las visceras del ani--
mal era alin m8s severo que las del inoculado. (27)

El Dr. Gerald, encontrS en Louisiana, 49 armadillos positi-
vos sobre 691 animales estudiados. En Texas, uno sohre 49 arma-
dillos v en Mississipi uno sobre 40. Recientemente, se ha des-
cubierto en M&tico un armadillo con infeceiSn natural. (38) (27)

Es interesante que el armadillo sea un reservorio natural
de la Lepra; una enfermelad que hasta hace poco se admitia como
exclusiva del ser humaro y no se descarta la posibilidad de con
tagio de armadillos inoculados, sea pardSgico que un animal sea
bacilo de Hansen en un pais dorde la lepra ha llegado de otro
Continente.

Ios armadillos contagiados son los animales jideales para
tener abundante material hacilar para immunoprofilaxis e irmwm-
noterapia, por presentar la forma clinica que sieampre es le-
promatosa, aungue en 1982 Job y Col. obtienen un ammadillo con
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lepra dimorfa.. .{(38):
LEPROMINA DE ARMADRILIO

Se‘buede preparar lei:rmina hacilar de annadi;lo abteni-
da de lesicnes infiltradas en sitios'de inoculacifin, ya quel el
armadillo tiene mis de 10° bacilos por gramo en tejido de higa
go, bazo o rSdulo linfatico a los dos afios de la inoculacibn.
Un .gramo contiene un miligramo de bacilos. Son susceptibles de
la imoculacifn un 80% de los animales y afin aumentando la disis

‘del infculo o empleando otra via, no varia el porcentaje de ani
males contagiados. (6) (25}

La lepromina de armadilleo nos da respuestas mayores, por’
ser mis antigBnica que la lepranina mana.

ASPECTOS CUANTITATIVOS DE LA INFECCION EXPERIMENTAL EN
ARMADITIOS

El Dr. Kirchheimer en 1980, hace un sumario de sus expe-
riencias coaw sigque: el porcentaje de armadillos que desarro-
llan Lepra diseminada, depende del curso de la infeccifin y del
tiempo; y se diria que un 50% de los armadillos de nueve ban-
das infectados intravenosamente con varios cientos de millones’
de M. lerrae, pueden producir sumas de billones 109 de M. le-
prae por gramo de tejido dentro de 12 meses aproximadamente y

se acerca al 100% en dos anos. (7) (47)
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INOCULACIONES EN PRIMATES

1o mis reciente en el terreno de lag inoculaciones, son
los resultados obtenidos en ﬁri:nates‘. Ya en 1978, Lenninger,
habia cbservado en un chjmx-nancé de Sierra Leona, una micobac
teriosis similar a la 1ei:ra, adquirida en forma natural rea-
liz&ndosele necrofgsia a su muerte, siende los bacilos y las
lesiones idénticas a la Ie;;!ra- (81) (38)

Meyers en 1979, -encuentra en un mono Mangabey (Cercocebu
satis} procedente de Nigeria, una enfermedad similar a la le
pra humana y en 1980 inocula con material de este mono dos -
monos Mangabeys mis y otros dos con kacilos de armadillo, -
inoculado este con bacilos de lepra humana y de los 4 mongs
inoculados, 1l meses despufs hay generalizacibn en todos, -
con bacilos que son inidiferenciables de M. leprae. (38)

Gary en 1985, inoculd un mono Mangakey intravenosamente
@ intracutineamehte, con M. leprae aislados de otro mong man-
gabey con lepra adquirida en forma espontinea. EL mono desa-
rxrollé lepra generalizada 46 meses después de la inoculacifn.
La necropsia reveld severos infiltrados lepramatosos en piel,
en mucosa nasal, en nervios periféricos y testiculos. los
frganos internos se afectaron al minimo. Las lesiones encon-
tradas en la necropsia fueron muy similares a las observadas
en casos humancs de LL sin tratamiento. ILos hallazgos refuer
zan la utilidad de los moncs mangabey como modelos animales
para el estudio de la lepra lepramatosa. (28)

En 1985, un caso de lepra adquivida de forma natural en
un mono mangabey estudiado por Wayne y Col. se encontraron
los hallazgos histopatolbgicos del tipo lepramatoso, el agen
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te etiolbgico, se identifict. camo M. leérae en base a los
siguientes’ criterios: invasifn'de los neriios, i:rofieﬁa—
des’ tintoariales, hallazgos al microscopio electrbnico, -
incapacidad de crecer’ en medios microbacteriolfgicos, ac-
tividad DOPA-~ oxidasa positiva, reactividad a la lepranina
patrones de infeccifn en armadilleos y ratones, sensibilidad
a las sulfonas y homologia del DMA. Y se pensb que este -
animal adquiri® la enfermedad de un paciente con lei:ra acti
va. El mono mangabey es la tercera especie animal reiaorta-—-
da para adquirir 1eiara ﬁsor infeccibn natural. (B6)

Siguiendo estas experiencias, se han consequido tambi&n
inoculaciones positivas en el mono verde africano y mono -
Rhesus con bacilos procedentes de Mangabeys. (38)

Creemos que los primates son de gran interés, pues su
sistema immunitario es mis similar al humano que el de rato
nes y armadillos,
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PERSPECTIVAS EN LA DIMUNOLOGIA DE LA LEPRA

1os estidios’ inmnolfgicos han sido objeto de una inten
sa  investigacifn durante los Gltimos 15 afios. Se han conse-
guido impcartantes’ i:rpgresos en’ determinadas Areas y se estfn
acurmilando pruebas que aﬁoyan los oomeiatos aqui expuestos. .

Podemos observar, en el eje de abscisas,el tiemj:o de -
exposicitn y en el de ordenadas la resistencia de la inmuni
dad medida por c@&lulas. (81)

La idea sugiere que entre las personas expuestas, la
gran mayoria parece desarrollar una respuesta inmunolfgica
eficaz lo suficientemente répida' para detener la infeccifn
ariginada por el M. leprae, antes de gue se transforme en
una infeccifn clinica manifiesta: esto constituye la infec-
cifn subclinica. 55lo en una minoria se manifiesta clinica
mente la enfermedad. Bacia el extremo tuberculoide hay su-
ficientes pruebas para sugerir que la respuesta inmunoldgi-
ca del M., lemrae es la principal causa de lesiones, mien-
tras que hacia el extremo lepromatoso la infiltracibn de -
las cglulas del huBsped es por acumulos de bacilos. (22)

El deterioro neural de la lepra es de suma importancia,
ya que es de origen de deformidades. Ia deformidad suele -
criginarse a partir de la pérdida de la sensibilidad y de
la funcifn nervicsa motora.

Los nervios dafiados de los pacientes tuberculeoides, es-
tin deteriorados por infiltracifn de c&lulas inflamatorias,
hay formaciSn granulomatosa entre los nervios con, linfoci-
tos, macrbfagos y células epiteloides. Esta formacifn gra-
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nulomatosa .se origina a partir_._de los .ataques’ inmunoldgicos
del MuBsped contra los bacilos, que cuando son reconocidos
por el sistemd immunitario del huésped, los linfocitos T
son atraidos a esos lugares" donde liberan unos factores lla-
mados linfoquinas, que a su vez atraerfn y activaran mono-
citos para cque maten y engloben a las bacterias. Sin embar-
go, este ataque tiene camo consecuencia distorsidn y deterio-
ro de las filras nerviosas y de su funcifn. Esto puede ocu-
rrir en la reaccifn de reversa. Es importante por lo tanto,
tratar a estos fxacientes lo mas f;:ronto posible, ya que la
funcifn nerviosa es irreversible. (81)

En el caso de la Lepra lepromatosa, el sistema inmmunita-
rio del mésped no ataca a los bacilos que estin reproduci®n-
dose en gran ntmero dentro de los tejids. Se sabe por estu-
dios previos, cque este defecto irmunol&gico es muy especifico
para el bacilo de la lepra, ya que puede haber pacientes que
respondan posjitivamente al BCG y al PPD, pero que son inca-
paces para responder contra el M. leprae.

Se ha sospechado que las cé&lulas T, juegan un papel fun-
damental en el defecto inminoldgico de la lepra lepromatosa.
(58) (75)

la respuesta de las c&lulas T, puede ser subdividida en
tres partes: rama’ aferente o fase inductiva, la fase central
o reguladora y la fase afectora.

Con respecto a la fase inductiva, sabemos que las célu-
las T no detectan los antigenos por si mismos, sino que otras
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.

cBlulas: -llamadas presentadoras de antigenos no incluyen mono
citos, macr6fagos realizah esta funcibn: Las células de Yan-
gerhans pertenecen a esta categoria.-

Las c&lulas presentadoras de antigenos, tienen solre su
superficie antigencs derivados; en nuestro caso del M. leprae
que son necesarios f.ara la activacifn de las c&lulas T, asi
como una alta concentracifn. (8l)

Ademfis hay iaruehas de cque las c&lulas presentadoras de
antigenos producen un factor cque es la Interleukina 1 (1L-1)}
para la activacidn de una subclase de células T con la con—
siguiente liberacifn de interleukina-2 (cuya ftresen_cia no ha
dido detectarse en pacientes con L. lepramatosa), factor
necesario para la proliferacitn de c&lulas T. (81)

La activacifn de las c@lulas T, conduce a dos fenfmeros
a una subclase de cBlulas T que se llama T2 que enpiezan a
roducir un factor necesario para la proliferacitn de c€lu-
las T y produccifn de linfogquinas llamado interleukina 2. -
Algunas cé&lulas llamadas T3, desarrollarfn receptores para
la interleukina 2 y serfin capaces de responder, (81)

Estas tres funciones de las cé&lulas T, corresponden a la
fase inductiva: que preparan a la fase reguladora, ya que las
células T son controladas por células T llamadas supresoras
¥y &stas cBlulas pueden interferir con la activacifn de las
células T de distintas maneras, por ejemplo: bloqueando la

infuccifn de los receptores L-2 o blogueando la produccifn
de 11.-2, (BO)
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La tercera parte de la respuesta de las c&lulas T 6 fase
.afectora, corresponde al atague sobre.el'M. leprae. Ias célu
las T, producen iinfoquj.tms, que tienen propiedades quimotfic-
ticas y atrae monocitos. Una de estas es llamada factor acti
vador de macrGfagos {(MAF), que activa al moacrSfago };:ara que

destruya y digiera las bacterias englobadas. (380)

Ahora bien, lo importante de todo esto es saber lo que
no funciona adecuadamente en la Lepra lepromatosa:

1.~ Puede ser que las cflulas Presentadoras de antigenos
est&n canprametidas.

2.~ O bien, que las c&lulas T carezcan de receptores pa-
ra los Ag, de M, leprae.

3.~ Sin ambargo, la informacifn indica que la falla esté
localizada a nivel central.

4,~ FPinalmente, el Dr. Haregewoin en Adis Abela y l.,
han demostrado que c@lulas T de la forma lepromatosa, no pro-
ducen Interleukina 2, pero si se les proporciona de origen
exigeno, son capaces de originar respuesta,

Estos hallazgos son muy importantes porque sugieren cue
los estudios sobre la naturaleza del defecto irmunolSgico de
la IL, puede llevarnos a la tentativa de restaurar'la capaci
dad imunol&gica de dichos pacientes, (Bl}
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INFEOCION .SUBCLINICA. - FLA-ABS -

La deteccibn de la infeceifn subelinica, es’ de gran im-
portancia para la mayor camprensidn epidemiolSgica’ de la le-
pra. .(36) '

‘Se han conseguido avances muy significativos en esta Area

* mediante el desarrollo de t&cnicas serolfgicas especificas pa-
ra el M, leiarae cam los anpleados';l:or Abe’ f;:ionero en este cam
po para detectar jinfeccifn subclinica’en los convivientes y en
nifios enfermos menores de 2 afios. Son el FLA-ABS (prueba de
absorcifn del anticueri:o florescente de la lepra). Esta prue
ba fue positiva en el 100% de los pacientes con lepra bacte-
riolSgicamente f:ositivos, un 80% en los casos tuberculoides y:
en un 91.9% de contactos convivientes de enfermos de lepra.
For 1o tanto, la sensibilidad y especificidad de la prueba
FLA-ABS, sirve }'_:az:a la deteccifn de infecciones subclinicas.
(25) (38) (57

El Dr. Baohong, examin® 857 pacientes con diferentes tipos
de lepra y les practicd la prueba  FLA-ABS, confirmando la es-
pecificidad de esta prueba (1984). La combinacifn de una prue
ba FLA-ABS positiva con una mitsuda negativo podria indicar
una infeccifn individual ocon M. leprae. La infeccifn subcli-
nica puede no ser diferenciada de la lepra temprana, pero con
la prueba FLA-ABS, se puede hacer el diagnbstico. En 8reas
endémicas, la prueba fue positiva en un 11.4% y 16.3%. (37}

Tanbifn esta pruela podria sexvir para detectar casos pre
‘coces, ya que en un estudio realizado de FLA-ABS a 21 familia- -
res y contactos de pacientes con LL, fue positiva en 4 casos,

dos de los cuales desarrollaron lepra 6 meses despuBs. (6l)
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ELISA - ANTIGENO GLICOLIPING FENCLICO

También contamos oon otras fax:uﬁ:as esbecificas de gran
valor. FEl Radioirmunoensayo de Harboe y el test ELISA, mo-
dificado por Miller y Buchanan, o bien, el antigeno glico-
1ipido fenSlico al que se reconoce como finico y especifico
del M. leprae, Estos tests serolfgicos, reconocen anticuer-—
pos especificos en minimas concentraciones y son de gran
utilidad junto con la 1e§rcminorreacci6n para detectar in-
fecciones sulxlinicas y la evolucibn de ellas, asi camo en
un programa de control de la Lepra por la precocidad del -
diagnSstico. (25) (36)

Investigiindose la actividad serolégica del glicolipido
fenilico caracteristico del M. leprae, el cual puede ser ob—
tenido en grandes cantidades del higado de anmadillos infec-
tados, usando la tBeonica de enzimas unidas a inmmunoabsorven—
tes (ELISA). Se obtuvo una buena correlacibn entre estas
t&cnicas, pero el ELISA era mas sensible. Se encontraron ni-
veles altos de anticuerpos por antiglicolipidos IgG e IgM
en pacientes con lepra lemromatosa. Tambign se pudo demos-
trar la existencia de anticuerpos antiglicolipidos tipo IgM
en algunos pacientes tuberculoides, pero con titulos menores.
(5) (36)

Ios anticuerpos monoclonales dirigidos al sacarido ter-
minal del glicolipido, muestran mayor especificidad para el
M. leprae en ELISA. Estos anticuerpos por inmunoflorescen-—
cia indirecta, revelan localizacibn sﬁperficial de los deter
minantes especificos al M. leprae del antigeno glicolipido.
Aemis de su uso para proporcionar informacibn sobre las pro
piedades antigénicas del glicolipido fendlico, estos anticuer
s tienen aplicacifn potencial para determinar los papeles
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de glicolipido en la‘ patogénesis de la lepia. (25) (19) (91)

En pruehas realizadas en laboratorio "in vitro", bodarbs
diferenciar los'linfocitos B por téchicas de immnoflorescen-
cia, utilizando sueros anti~Ig conjugados'y con ELISA y se mi
de el nivel de la respuesta humoral (_ahticuérﬁoé) en el pa—~
ciente & contacto, frente al M. leﬁn:ae.' (4)

El M. leprae ha sido usadec para descubrir anticuerpos en
el suero de enfermos de lepra y en controles sanos mediante
el método de irmunoflorescencia irmdirecta. Se encontraron an
ticuerpos en el 78.8 por ciento de los enfermos. ILa sensibi-
lidad y especificidad de dicho método es filtil para el diag-
nSstico de la infeccidn. {35)

Es hoy bien conocida la presencia en el suero del cordSn
umbilical de nifios de madres lepromatosas anticuerpos anti
"Igh e IgM antimicrobiales. (38) (59}

ANTIGENICIDAD

Un aspecto interesante es la antigenicidad del hacilo.
Harkoe ha llegado a cabo estudios orientados en la Misqueda
de algfin antigeno que fuera propio y especifico del M. leprae;
para ello irmunizd conejos frente a los M. leprae, tuberculo-
sis y lepramuium. Frente a los 70 antigenos que presenta el
bacilo de ¥och y 40 el M. lepraemrium, el bacilo de Hansen
solamente ofrece 7 antigenos fuertes y 20 débiles, pero con
el agravante que presentan reaccibn cruzada con M. tuberculo-
sis. Estos resultados ponen de manifiesto la escasa antige-~
nicidad del bacilo. (7)



Anticuérpos contra siete antigenos'del'M, leprae, se -
han- encontrads en bebés desde su nacimiento hasta los 18 me-
ses’ de edad cuyas madres’ i:resmtaban lef;i:a 1ei:rcmatosa. Es—
to indica que los bebfs han sido estjmulados‘};u:r 7 antigenos’
del M. leprae, o bien, por un antigeno- likre; todo esto se-
ria un indicador de infeccifn intrauterina en la lepta. (7)
(60) {59)

ALTERACTONES DE 105 MACROFAGOS -

Se han realizado cultivos de macrdfagos a los que se les’
afiade M. 1e§rae viables y se valoraron i:a.ra la formacibtn de
rosetas eritrociticas; los pacientes lepramatosos han mostra-
do una reaccifn en 1la habilidad de formacifn de rosetas. La’
conclusifn de esto seria que el M. leprae al penetrar en un
macr6fago inicia la produccibn de una proteina cque altera la
membrana. EBEs posible que esta membrana alterada previene una
interreacci®n macréfago linfocito efectiva. Todo esto podia
ser uno de los miltiples mecanismos por los cuales la immuni-
dad mediada por células es suprimida en lepra 1e§ranatosa.

(3)

ILa proliferaciSn de cElulas mononucleares de sangre peri
férica humana inducidas por M. leprae, puede ser inhibida por
el factor supresor del lisado de mecrdfagos de pacientes le-
promatosos. los macr6fagos de pacientes tuberculoides y oon-
troles normales no hay producciSn de factor supresor. La in-
hibiciSn tenia lugar sdlo cuando el factor estaba presente en
las fases iniciales del cultivo linfocitico. (75} (82)
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El lisado de macrbfagos leprasatosos también genera ac-
tividad supresora enipob_laciones"enriquecidas con linfocitos
T, en individuos normales. For lo tahto, ‘1a i_rmunosui:resiﬁn
en los pacientes’ lepromatosos esti produc;lda ror los macrb-
fagos y linfocitos T.. (75)

Otro hallazgo que i::odia expllcar algunas de las aberra-
ciones iymunolBgicas observada en’ los pacientes lepromatosos,
que poseen gran nimero de bacilos en sus tejidos, es que el
M. leprae suprime la resi:uesta i::roliferativa in vitro de las
células moronucleares de la sangre periférica humana al antl
geno y al mitSqgeno. En altas concentraciones el M. 1ei:rae
probS ser citotbxico i::ara los linfocitos.

Ios macrdfagos poseen receptores para la mitad del car~
bohidrato presente en la pared celular de M. leprae. ElL ni-
vel de adhererncia estf disminuida en la fase activa de la en-
fermedad, pero puede ser restaurada con un tratamiento efecti
vo, o bien, por tratamiento in vitro con tripsina de los macrd
fagos. Se concluye que la estructura membranosa alterada de
los macr6fagos con respecto a sus receptores para carkohidra-
tos puede significar impadimento para el reconocimiento del
patpogeno.  (53)

Con la té&cnica de transformacifn linfocitica, medimos la
actividad celular T in vitro de los pacjentes de lepra, pu-
diendo establecer comparacicnes entre los distintos tipos de
lepra, contractos, etc, frente al M, leprae por su capacidad
de divisitn frente al mismo (transformacifn bléstica) al me-
dir la incorporacifn de timidina tritiada por el DMA formado.
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LINFOCTIOS T ¥ B EN SANGRE PERIFERICA.

Reciéntemente algunos investigadores han enumerado los
linfocitos T ¥ B encontrados’en’ la' sangre f:eriférica'de ba-
ciéntes'coh‘leiara, obteniendo los siguientes resultados: ~-
los linfocitos T 'y. B se emmeraron por medio de la t&cnica’
formadora de roseta y por la de eritrocitos de ratbn. (12)

Los linfocitos T totales en pacientes con IL, eran de
66%.

En BL 69% .

En BT 70.4% .

En T 71.9% .

En el grupo control sano de 72% .

EL porcentaje de linfocitos B era deé 8% en pacientes
con LL,

En BL 6.5%

En lepra tuberculoide de 6.6% .

En el grupo control de 5.7%

Con estos resultados observamos una disminueidn signifi-
cativa en el porcentaje de linfocitos T en pacientes con le-
pra lepromatosa. En cambio,los linfocitos B estaban aunen-
tados en los pacientes lepramatoscs. {26)



53

VACUNA EN LA ENFERMEDAD DE HANSEN

Lak teorias solre el desarrcllo de la vacuna de la lepra,
se basan en of::i.niones, cano la naturaleza ‘del defecto fundamen
tal de la lemra lepromatosa. Si el defecto fundamental es’ ad-
cuirido y no genBtico. Seria posible por muerte del M. 1ei:rae '
immunizar a los individuos. Si el defecto es genético en ori-
gen, se debe de incluir algo diferente al M. leprae para la
vacuna. Un gi:upo cree que el M. leprae mas BOG el enfoque co-
rrecto. Otros creen que el M. leprae, mas un material para ha-
cer un M. leprae mis efectivo —un ayndante-, es el enfoque més
probable., Otros adoptan la posicifn de que el M. leprae mismo
es inGtil camo medio de prevenir la lepra 1e§rcmatosa, Y cue
deberia usarse otro microbacterium. ILos ensayos con BCG en el
pasado no fueron efectivos para prevenir la lepra lepramatosa.
Un trabajo mis reciente se ha basado en hallar microbacterias
m&s cercanas al M, leprae un grupo ha abogado por el Mycrobac-
terium delbi, como pariente antigénico cercano al M. leprae.
(93) (B3} (30)

Por otra parte, la destruccitn o muerte de los bacilos
disminuye su poder inmunSgeno, hecho importante por cuanto las
tentativas de conseguir una vacuna eficaz para la proteccidn
han.fracasade. Se han hecho estudios con bacilos irradiados
que permitiria conservar su capacidad antigénica sin peligro
de contagio, pero sin resultados favorables.

En Venezuela se ha usado M. leprae muerto mas BCOG y en la
India M. vacae mas BCG, consiguiendo una reconversién de pa-
cientes leproming negativos a positivos, pero por periodos
cortos de tiempo. (81)



54

Todavia.quedan muchas . incSgnitas par resblver en este te-
rreno, f:erb-los‘resultados‘obtmidos durante log Gltimos afios,
no permiten albergar esperanzas de gue én’un futuro se pueda
obtener una vacuna efectiva.

HLA EN LEPRA

Tedas las reaccidnes irmunitarias se encuentran sujetas a
un control gengtico ya estudiado. Sabemos que én el brazo cor
to del cramosoma. 6 humano, se encuentran los locus denominados
Camplejo Mayor de Histocompatibilidad.

En los estudios genéticos realizados sobre la enfermedad
@e Hansen, hay evidencias cque ciertos fenotipos HLA-DR estin
relacionados con el tipo de lepra que se desarrolla en el in-
dividuo afectado, encontrfindose una correlacitn entre el HLA-
DR2 y la lepra tuberculoide. (81}

Se observd una herencia preferencial significativa de
HLA-DRZ por hermanos afectados con lepra tuberculoide, pero
o por hermanos sans ni por hermanos afectados con LL. Hay
datos compatibles con wna herencia recesiva de susceptibili-
dad ligada HIA a la lepra toberculoide. (85) '
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FDA/EB METODO PARA MEDIR LA VIABILIDAD DEL: MYCORACTERTIUM
LEFRRE .

Un procedimiento de tehido :'mcori:orarﬂo el uso de diace-
tato de fluoresceina (FDA} y bromuro de etidio {EB) ha demos—
trado previamente medir con precisifn la viabilidad de Myco—
bacterium smegmatis y M. phlei bajo una variedad de condicio-
nes fisioguimicas. Las cE&lulas micobacteriales vivas se dis
tinguian de las muertas y de las dafiadas por sus caracteristi
cas de tefijdo que dependian del estado £isiolsgico y metabBli
co de las células. (49) (8)

En el estwlio de los Dres, James T. Kvach y R. Josgé Ve--
‘ras, confirman las antericres experiencias y agregan el con——
cepto de las células duales que son 1as que estfn entre la vi
da y la muerte.

Las cBlulas vivas se tefilan de verde debido a su habili-
dad para hidrolizar enzimbticamente el FDA por la acetileste-
rasa convirtiéndolo en fluorescepina fluorescente y la presen—
cia de una membrana celular intacta permite a las cflulas acu-
mular intracelularmente fluoresceina y excluir EB. , Las cé&lu—

las tefiidas de rojo mostraron estar muertas y ser incapaces de
modificar enzimiticamente al FOA y el Bromurg de Etidio tiene-
capacidad de penetrar a las cBlulas muertas con dafio en la mem
brana y se intercala con las mol&culas de DMA.(49) (50

5in embargo, la tinciftn del M. leprae se ha visto compli-—
cada por la interferencia de los componentes tisulares gue en-—
mascaran la presencia de las bacterias. Existe una té&cnica de
separacifn con éter de petrSleo cue permite segregar al M. le-
prae de los componentes tisulares facilitando entonces su tin-
eibn.

Este método parmite la tincifn de biopsias de piel humana
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y de tejido de cojinete plantar del ratfn y a la vez pemmite
la valoracifn clinica. Los datos prel;';ninéres indican que -
los i:acientes tratados de 3 a 24 meses, poseen en gus tejidos
porcentajes signifijcativamente mencres de M. leprae tefiidos -~
de verde cue los pacientes no tratados.(50)

ILos bacilos obtenidos de los cojinetes plantares de 5 a
13 meses de infeccifn, tuviercn un 90% de células tefiidas de
verde. (8)

Este estudio tambifn serviria para determinar la efecti-
vidad del tratamiento en los pacientes. Ios pacientes que --
responden a la terapia deben mostrar una disninuci6n progresi
va del M. leprae tefiidos de verde. COontrariamente, los pacier_1_
tes que reinciden debido a resistencia a las drogas o al incum
plimiento del tratamiento NO muestran una disminucifin del fx)r-
centaje de micobacterias viables, o bien, este porcentaje iue-
de estar aumentado.
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OBRJETIVOS:

l.- Revisifn de las catacteristicas-del M. .leﬁrrae '

2.~ Revisin sobre intentos'de tultivo del M. leprae -
asi como inoculacibn en animales.

3.~ Revisifn de los diferentes métodos de tincifn pa.ra
Mycobacterias.

4.~ Montar el método FDA/EB en el Centro Demmatol&gico
Pascua y aplicarlo en los pacientes de lepra para
su evaluacibn. '

5.~ Evaluar el método FDA/EB en pacientes con Lepra Le-
pramtosa en pacientes virgenes al tratamiento y en
pacientes ya tratados.

6.- Evaluar el estado bacteriolfgico de los pacientes
de lepra lepraomatosa sin tratamiento, y con trata-
miento.

7.~ Comparar el método FDA/ED con el Indice Morfolégico -

y el Bacteriolbgico y correlacionar los resultados con
la bacterioclogia en linfa cutfnea y raspado de la -
cosa nasal.



58

MATERTAL Y METODOS

Se’ estudiaron’ 26 paciéntes’ enfeinos de lepra, de los cua
les’ 20 correspondian al Centro DermatolSgico Pascua 'y 6 pro-
cedentes del Estado de Sinaloa, de 1984 a 1985,

De los 20 facientes estwdiados en el Centro, 19 eran de
primera vez ¥ virgenes a tratamiento; a los que .se les reali-
26 historia clinica, estudio histopatoldgico, baciloscopias
de 156bulo de la oreja y de mucosa nasal y algunos se les rea—
1iz6 punmidn ganglionar, EL Gltimo de los paciéntes corres-
pondiente al Centro Pascua era un paciente que habia abando-
nado su tratamiento durante 10 afos.

Los 6 pacientes enfermos de lepra del Estado de Sinaloa
eran pacientes con Dx de Lepra Lepromatosa Difusa (pura y pri
mitiva) y todos ellos recibian tratamiento.

Los diagnfsticos de los 20 pacientes del Centro Pascua
correspondian a los siguientes diagnbsticos siguiendo los cua
tro parametros: 16 };;acientes con Dx de LIN, 4 pacientes con
Dx de LLD y un paciente con Lepra Dimorfa..

Se obtuvo tejido infectado de los 26 pacientes, por me-
dio de biopsia bajo anestesia local con lidocaina y se mantu-—
vieron en nitrdgeno liquido por tiempo cque variaba desie un
mes a un afo, dependiendo de cada paciente. La otra porcifn
de la biopsia se mand5 a estudio histopatolbgico y tincibn
para bacilos.
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METODO FDA/EB .
. I.‘- Se montd el método FOA/EB, siquiendo los’ siquientes
pasos:

a) Descongelar el tejido infectado |

b} Preparar la susi:ensi&n de bacterias:

) Preparar la t€cnica de tincifn FDA/ER

d) Técnica de lectura e inte.rf:retacién'

IT.- Pre;ﬁarac.iﬁn de los frotis y tincidn con Ziehl-Neel~

sen.
a) Lectura de Indice MorfolSgico y Bacterioldgico’

Ir1.- Lectura de Indice Bacteriolfgico en ]::n’.'uebas histo-
l6gicas,

A e B L W e R L R PR A E | W A B Y




METODO PARA PREPARAR 1A SOLUCICN FDA/EB PARA ALMACENAR

FDA.- 100 ng. de FDA (Diacetato de fluworesceina) en’
20 ml. de acetona, 5.0 mg/ml.

EB .~ 20 mg. de EB (Bramro de etidio) en 10 ml. de '
solucidn de Hanks.

Almacenar a -20°C. protegifndola de la luz."
{(Pueden permanecer estables las soluciones hasta
2 afios bajo las condiciones antes citadas).
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SOLUCYION DE HAMKS -

Cloruro de Sodio
Cloruro de Potasio
Cloruro de Ca]ic:u: :
Sulfato de Magnesio
Cloruro de Magnesio
Fosfato Monopotfisico
Fosfato DisSdico

Bicarbonato de sodio

Agua Tridestilada

1.0 g.

' 8.0g.
“0.'4 g.

| 0'714, g,
) 01 d.

" 0.1 g.

0.06 g.

0.06 g.

0.35 g.

1 litro

61



62

Diluya la solucitSn almacenada en’ i:xroi:orciﬁn‘l:lﬂ en’
acetona y &sta puede ser almacenada a -20°C., prote-
giéndola de la luz.

Para utilizar la solucibn de FDA hay que diluirla en’
5 ml. de solucifn de Hanks, tomando de la solucifn
anterior 0.02 ml. y se obtendri una solucibn de DA

de 2 ug./nl,

Para utilizar la solucifin de bramuro de etidio, afia-

da a los 5 ml de solucibn de Hanks que ya tiene FIWA,

0.01 ml. de la solucidn de EB que se tiene almacenada
y asi se obtendrd una solucifn de FDA/EB con concen—

traciones de 4.0 ug. EB/nl. y 2.0 uvg.FDA/ml.

Protegiéndola de la luz y a tanperatura ambiente, esta
solucifn puede pemmanecer estable por un dia de traba-
jo. )
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METODO FDA/EB
Preparacién de la susﬁen'si&n ‘de bacterias

1.~ Se tam el tejido lumano infectado y se coloca en
solucién de Hanks con un Ph de 7.4 y sin rojo fe-
nol.

2.- Se'machaca’ en un mortero

3.- El producto del machacado se resuspande a f:artes
iguales con &téer de i:et.r&leo, se agita y se deja
reposar, El éter de petrSleo se va a la superficie
llevandose los bacilos y los residuos caen al fondo.

4.- De la cai:a del’ &ter de ﬁet_r&leo se taman los baci-
los que 5e van a estudiar.

Técnica de tincibn y lectura

1.- Se toma un pequefio inSculo de la suspensifn antes
mencionada y se ooloca en un portacbhbjetos.

2.~ Se afiade una porcifn idéntica de FDA/EB de solucifn
de trabajo recién preparado.

3.- Se le coloca un cubreobjetos y se sella con barniz

4.~ Se deja incubar 30 mimatos

Lectura e interpretacifn

Lista la preparacifn, se pasa al microscopio de epifluo
rescencia y se procede a la lectura utilizando el objetivo
de irmersibn.

Se observarin las bacterias color rojo que corresponden

a las que estin muertas, amarillo a las que estin entre la
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vida y la muerte (diales) y las que estfin vivas se observa-
ran color verde.’

Se deberfncontar 200 bactérias y posteriormente se cal-
culars el porcentaje de ¢ada una de ellas.

N SRRV WU SO AP S P T

e ot et b S b s ma, .
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Prebaraciﬁn de los frotis y tineibn con %iehl-Neelsen.

1.~ Se toma una iaequeﬁa ﬁ:orci&n del infculo suspendido
de 8ter de petrSleo y se coloca en unh portacobjetos
y se fija a la flama.

2.~ Se realiza la tinci®n con Ziehl-Neelgen

3.~ se i:mcade a la lectura del IB y del IM siguiendo
el esquema para la QMS en la lectura del IB y el
método de Ridley para el I, Morfolbqico y se ano-
tan los resultados para la comparacisn con el mé-
todo FDA/EB.

. m A e A P M ma etk W ad

e e A e . ——— —————



66

FOTO No.l

Se tama el tejido humano infectado y se ocoloca en un mortero oon
solucidn de Hanks con un PH de 7.4 sin rojo ferol y se machaca en
el mortero.
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El producto del machacado se resuspende a partes iguales con

Eter de petrSlec, se agita y se deja reposar. El &ter de pe

trfleo se va a la superficie llevindose los bacilos; los resi
duwos caen al fondo.
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3

FOTO No.

inSculeo y se colo-

eno

De la capa de éter de petr6leo se tama un peru

Entica de FDA/ER de

ifdn id

€3 en un portaobjetos y se afiade una porc

ifén de trabado.

soluc



FOTO No. 4

Posteriormente se coloca un cubreobjetos y se sella con
barniz dejando incubar 30 minutos;lista la preparacidn
se pasa al microscopic y se procede a la lectura.
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Pacientes

DX Tratamiento  Método FDA/ED
rojos amarillos

LIN s/T 9% 2%
LIN s5/T 1% 4%
LIN s/T 0% 0%
Dimorfo ST 0% 0%
LIN s/T 1.5% 0%
LIN 5/T 1% 12
IILN s/T 8% 2%
LIN S/T 15% 34%
LIN s/T 60% 39%
o S/T 2% 2%
LIN 5/T 13 0%
LIN s/T 0% 0%

verdes

89%
95%
1o00%
0%
98.5%
0%
40%
1%
1%
868
99%
100%

RESULTADOS COMPARATIVOS FDA/EB OON INDICE MORFOLOGICO Y BACTERICLOGIOO

I. Morfoldgico

]

40%
5%
30%
sin
0%
1%
1%
0%
0%
2%
10%
20%

F

60%
70%
70%
bacilos

60%

0%
70%
50%
70%
28%
90%
00%

G

0%
25%
0%

40%
0%
0%
50%
30%
70%
0%
0%

Index

2 2 0-8
0222
22 0-8

02 2-2
0 00
02 2-2
0222
0222
02 2-2
12 0-5
120-5

I.BacteriolSgico

6+
&+
3+
sin hacilos
+
+.
~34
6+
+

A+
5+



R~ Pacientes D Tratamiento Método FDA/EB I.Morfolbgico 1.Bacterioclfgico

rojos amarillos verdes 5. .F G Irdex
13.- LID S/T 0% 0% 100% 0% 50%  50% 02 2-2 +
- 14,- LIN s/T 99% 0% 1% 70% 30% o .22 0-8 3+
15.- 1ID S/T 0% 0% 18 708 208 0% 22 1-6 +
l6.- LLD s/T 0% 100% 0% 0% 70% 30% 02 2-2 +
17 .~ DxLIN s/T 0% 0% 100% 40%  50% 10% 22 1-6 +
i8.- DXLLN _5/T 0% 15% 75% 0% 80% 20% 0211 ++
19.- DXLIN s/ 0% 0% 100% 0% BOR  20% 021-1 3+
i 20.- - DxIIN S/T 1% 6% 90% 2% 38% 60% 02 2-2 3+
L 2.~ DKLID c/r 3 0 3 sin bacilos ‘ neg.
: en 20 campos .
22.- DXLID c/T 3 verdes en 20 campos sin bacilos 7 neg.
23 .- DXLLD c/r negativo sin bacilos neq.
24 .- DX1LLD c/T negativo sin bacilos neqg.
25.- DXLID c/T negativo 4 fragmentados +

‘ en 20 campos
26,- DXLLD c/T negativo sin bacilos _ : neg.
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RESULTADOS DE I BACTERIOLOGIOO EN HISTOLOGIA ¥ BACITOSCOPIA

i

Paciente Dx I BacteriolSgico en Baciloscopias IB e m
Histopatologia Mucosa 15balo lesisn ganglio

1l,- DXTIN Numerosos bacilos en 3+ 2+ 2+ ro se hizo
globias IB &+

2,.- DXLIN Numerosos bacilos 2+ 4+
IB &+ 02 2-2

3.- CXLIN

4.~ DXDimorfo negativo negativos

5.~ DN IR &+ 2+

6.- DxLLN 23 por campo IB 4+ 2+

. frag. y azurofilos

7= DxIIN 48x campo, granulosos neg. 2+ 5+
azurbfilos '
IB 4+

8.- DXL 215x campo IB 54 escasos neqg.
aislados y en globias

9.~ DxLIN 35x% campo IB4+

Escasos bacilos
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‘Paciente

10.-
11.-
12.-
13 .-

14.-

15.-

16.-
17.-

18.-

DyLLN

I Bacteriolbgico en
Histopatologia

Mal procesada

No reportada
Mal procesada

80x campo IB 4+
aislados y en globias

3x campo IB 1+

Escasos y fragmentados
Negativo

Incontables IB 6+

en globias

Incontables IB 6+
Integros y en globias

© 3+

Baciloscopias IB
Micosa 16mto
3+
3+ 3+
3+
02 2-2
I+ 2+
I+ L+
neg.
24
I
1207 30 2 2-2

e

m-
lesifin ganglio
3+
3+
3+
0222
3+
3+
21 0-9

T — PR

it
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_Paciente

19.-

20.-

I Bacteriol&éico en
Histomtologia

Incontables IB 6+
aislados y en globias

Incontables IB &+
en globias

Baciloscopias IB
Mucosa I5bulo
3+ , 1+

3+ 2%

02 2-2 22 0-8

Lesgifn

24+
02 2-2

Ganglio

2+
22 0-8




FOTO 5

~ Se observan los bacilos tefiidos con el FDA/EB.
va un hacilo rojo, un verde y varios duales,

Se obser-

75




FOTO 6

-GphcErvese los bacilos por el método FOA/EB - verdes y
duales., (acercamiento)
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Pancramica de un campo con tincifn FDA/EB. ObsBrvense
las caracteristicas de tincifn de los bacilos.
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FOTO 9

Obsérvese el concentrado de bacilos tefiido con Fhiel

Neelsen.

Agunos fragmentados, granulosos y sSlidos.
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oTO 10

Frotis de ghiel Neelsen del concentrado de bacilos, ob-

sérvense el campo donde pueden contarse para el Indice’

Morfolbgico.



FOTO 11

% \;:‘__; i

i e A '
SuNTERN
ﬂlﬁ.‘-‘.ﬂ"‘. ?“JF%
o

Frotis de ghiel Neelsen del concentrado obtenido del
machacado, obs&rvense los bacilos sSlidos, granulosos

y fragmentados, algunos se agrupan.
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Este es un mal

Miestra de un conglamerado de bacilos.

En este caso hay

frotis ya que es imposible contarlos.

que repetir el frotis.



DISCUSION
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DISCUSION -

Ios resultados de los 26 pacientes’ incluidos en este estudio
fueron los siquientes:

A todos los pacientes se les realizd biopsia de i:ie.l de
tejido infectado; esta biobsia fue dividida en'dos porcjnnes:
la primera de ellas se congeld en nitxSgeno liquido para el
estudio de FDA/EB; la segqunda porcifn se envib para estudio
histopatolégico y tincifn con Fite Faraco. Ios i:aci.ent&s -
fueron estudiados en forma integral,realizfindoseles historia
clinica completa, tama de baciloscopias de mucosa nasal, 16—
bulo de la oreja y alqunos de ellos puncifn gangliondr. De
acuerdo a los cuatro parfmetros, se hicieron los diagnbsti——
cos de Lepra lepromatosa nodular en 15 pacientes, 9 pacientes
oon Lepra lepromatosa difusa y un paciente caso dimorfo.

Los primeros 20 pacientes virgemes a tratamiento alguno
y los Gltimos 6 pacientes recibian politerapia gue oonsistia
en: 1200 my. de rimfanpicina una vez al mes y DDS 100 mg. ‘ca
da 24 horas. Estos 6 pacientes iniciaron su tratamiento to-
mando diariamente 300 mg. de rimfaﬁxpicina durante 6 meses, -~
aquellos pacientes que presentaron en el curso reaccifn le-
iDIOSa, fuercn manejados con clofazimina.

Jos pasos a seguir para la realizacitn del estndio, fueron -
de la siguiente manera:

1l.- Se descongeld la fraccidn del tejido infectado y se ma-
chao5 en un nortero en solucifn de Hanks, sin rojo fe--
nol,

2.- Posteriormente el concentrado cobtenido del machacado -
se resuspendif a partes iguales con &ter de petrfleo,
quedando de esta forma los bacilos suspendidos en la -
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superficie libre de residuos tisulares, ya que &stos
caen al fondo. '

. 3.- Se tomaron dos pequefias cantidades del concentrado: la -
primera fue colocada en un ﬁortaobj_etbs a la que se le -
afiadib una porcibn igual de FDA/EB, rosteciormente se cu
brid oon un cubreobjetos y se selld con barniz,” se incubd -

- 30 mimutos a temperatura ambiente y i:rotegido de la luz
antes de observarse en el ei:»ifluoxoscopio. Ia segunda --
poreibn del concentrado, se oolocf en un portacbjetos pa-
ra hacer un frotis en el cual se tifi6 con £hiel Neelsen
para la lectura de IB e IM.

4.- la otra parte de la bioi:sia se envib a estudio histopa-
tolégico con tincifn para bacilos y lectura de IB.

5.~ Se realizb ademis IB e IM en algunos paciéntes de las -
baciloscopias de puncibn ganglionar, 16bulos de la oreja
¥ mucosa nasal.

105 resultados obtenidos se describirin con detalle a
continuacibn. (ver tablas).

Los resultados de 13 de los 26 pacientes.(3, 5, 10, 11,
12, 7, 13, 17, 18, 19, 20) (Ver tabla}, en la lectura del —-
FDA/ER fuercn de un 80 a 100% de bacilos verdes que son los
viables. De estos mismos 12 pacientes, el inbculo del con-
centrado de bacilos tefiidos con ghiel Neelsen se obtuve un -
Indice Morfolfgico con estos resultados: 8 pacientes tenian
un 60 a 90% eran bacilos fragmentados y en los 4 restantes,
era de 30 a 50% fragmentados.

El Indice Morfolfgico, segfin Joplin, fue el siguiente:
B a 2 pacientes, este nimero corresporderia un 50 a 70% de -
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bacilos s&lidos.' El indice de 6 a un-paciente, que seria

de 20 a 50%.de §6lidos con el ntmero 5 en los pacientes que '+
seria un--20% de sblidos.' Cinco pacientes con el nfimero 2 y
dos con el nfmero 1 v a &stos oorresponderia menos del 1% de
sblidos. Todos estos resultados no concuerdan con el FDA/EB
ya que 12 pacientes tenian un 80 a 100% de verdes, o sea, —
viables y el indice morfolBgico rei:orta que 7 de estos pa-
cientes tienen menos del 1% de sS5lidos y s5lo 2 pacientes’ .
tienen un 50 a 75% de sbBlidos.

El 1B del concentrade tefiido con Shiel Neelsen, fu& muy
variable de una a 6 cruces. En cambio el IB del estudio his -
topatolégico tefiido con Fite Faraco fue de 6 cruces con ba-
cilos en globias y aiglados en 7 pacientes, los 5 restantes
no se reportb la biopsia por miltiples causas.

Ia lectura del Indice MorfolSgico en estos 12 pacientes
de la mucosa nasal y 1l6bulos de la oreja y punciSn. En 5 pa
cientes si corresporde con el IM del concentrado. En los 7
macientes restantes, no hay reporte. EIl I. BacteriolSgico
de baciloscopias de mucosa nasal y 16bulo de la oreja, es de
2 a 3 cruces.

El paciente nfimero 14, por el método FDA/EB, un- 59% fue
ron rojos que son bacilos no viables y el Indice MorfolSgico
del concentrado reporta un 70% de sBlides y 30 de fragmenta-~
dos con un index de 8, o sea, un 50 a 75% de sflidos. EL IB
de concentrado fue de 3 cruces. El IB del reporte histols-
gico es de 4 cruces. Estos resultados no concuerdan con el
FDA/EB.

El paciente 16 el FDA/EB reporta que el 100% fueron -
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duales'y el IM del mismo concentrado reporta un 70 de fx:.agmer._x_'
tados y 30% .de gramulosos con un Index'de 2, o .sea; menos del
1% de s6lidos.  IB con una criz enjucosa negativo. Este pa-
- ciente 51 concuerda con el FDA/EB,

Fn el paciente nGnero 9 con el FDA/EB, fue un 60% fueron
rojos y 39% duales y el IM reporta 70% fragmentados y 30% gra
milosos con un IB del concentrado de una ¢ruz, En cambio, en’
la biopsia en Fite Faraco IB 4 cruces, Este pacia\te también
correrponde con-el FDA/ER,

El paciente nGnaro 8 el FDA/EB 15% de rojos y 34% de dua -
les v el IM del miamo concentrado es de 50% fragmentados y -
50% de granulosos. Este paciente también corresponde y con-
cugrdan los resultados con nuestro método.,

El paciente ntmerc 6 el resultado FDA/EB 1% duales, 1%
rojos y €l M reporta 1% de sblidos y o% de granulosos y frag
mentados.

En el reporte histopatologia, 4 cruces y en mucosa nasal
2 cruces este no corresponde ni concuerda con nuestro método.

Los (ltimos 6 pacientes, los cuales recibjian tratamiento
el FDA/EB ro fue significativo en 2 pacientes, sblo se pudie-~
ron contar 3 verdes en 20 campos y el ™ fue negativo, los =
cuatro restantes el FDA/EB, fue negativo.
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CONCLUSIONES -

En primer lugar se hizo una revisibn de las caracteris-
ticas del M. leprae, asi como los intentos de cultive y la -
inoculacibn a diferentes animales, También se mencionan los
diferentes tipos de tincibn y se hace una revisibn sobre las
perspectivas en la immunologia dela lepra mencionando y ha-
cierdo hincapi® en el antigeno glicolipido fenblico que es
especifico del M. leprae y su aplicacifn potencial para de-
terminar la patogénesis de la lepra.

En lo referente al propbsito de la realizacibn de este
estudio que fue la aplicacifn del método FOA/EB en el Centro
Dermatolfgico Pascua en pacientes virgenes a tratamiento y
en paciente bhajo tratamiento en forma regular, se pudo pal-
par sin lugar a dudas gue los pacientes que no tomaban trata
miento con el método FDA/ER, los resultados fueron los si--
guientes: en 13 pacientes se observaron de un 80% a 100%-de
bacilos color verde que son los viables; en dos pacientes se
observaron bacilos rojos en un porcentaje importante ¥ el res
to de los pacientes el porcentaje de kacilos rojos fue mini-
mo. Un pacienté present® 100% de bacilos duales.

En los 6 pacientes cue recibian tratamiento por el mé-
todo FOR/EB, se cbservaron escasos bacilos en dos pacientes
y en los otros cuatro no hubo bacilos. En estos 6 pacien-
tes el Indice Morfol6gico del concentrads fue negative y en
la histopatologia con Tincifn de Fite Faraco, tampooo se en-
contraron bacilos.

Con lo mencionado anteriormente, podemos ver la dife-
rencia de los hallazgos entre los macientes no tratados y



87

los pacientes -con tratamiento. Sin embarge, seria de vital
importancia tomar biopsias de control al afio de tratamiento
a los pacientes virgenes de tratamiento incluidos en el pre-
sente estudio para de esta forma valorar los cambios que ocu
rrieran en la lectura del FDA/EB; i;or'lo tanto, se considera
este trabajo camw estudio preliminar:cque podia continuarse -
posteriormente con los mismos bacie.ntes'y llegar a una con—
clusidn definitiva.

ahora bien, en lo que i:&:iaecta a la elaboracibnde la -
tBenica, pudimos deducir cue no plantea i:roblema alquno, ya
que es sencilla de realizar y siampre oon resultados i:ositi—.‘-
vos; incluso el machacado cbtenido de la pieza infectada con
servado en el refrigerador durante 3 a 4 dias y prei::arado -
nuevamente con el FDA/EB y vistos en el mic:coscofiio de ei:i—-
fluorescencia hay presencia de bacilos aungue no en los mig
mos porcentaies vistos en el concentrado recientemente macha
cado,por lo tanto, los resultados no son constantes.,

Otro problana cbservado en el transcurso del estudio, -
"es el siguiente: Una vez hecho el machacado y resuspendido
ooh @ter de petxfleo, los resultados obtenidos son muy dife-
rentes segin el nivel de donde sea tomada la muestra, por —-
cjenplo: si es tomada de la superficie, o bien, de la parte
media o de 1a unifin con los restos celulares. Esto es may
variable por lo que nuestra t8cnica podia plantear problemas
dependiends del sitio de donde se tome el indculo para la -
preparacibn con FDA/EB.

Es importante mencionar tambi&n que en varias ocasiones
se repitis el machacado de una porcifin del mismo tenido in-
fectado ocolocado en el nitrSgeno liquido ¥ al realizarse la
técnica los resultados no fueron constantes al reproducir la
prueba,
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El propbsito de este estudio fue comparar el m&todo -—-—
FOA/EB con el Indice MorfolSgico y el Bacterioltgico como se
"pado observar en las tablas de resultados esto no corresi:orﬂe.'

Por ejemplo, se supone que el I. Morfoldgico nos reporta
el porcentaje de bacilos sSlidos, fragmentados y granulosos.
Los primeros son los que se supone estin vives, sin embargo,
en los 13 pacientes en los cuales el FDA/EB reportd un 80 a
100% de bacilos verdes, o sea, los que est&n viables, el In-
dice Morfolbgico del misme machacado nos reporta un porcenta-
je mayor de 70, pero de bacilos fragmentados y granulosos. -
Si esto concordara con el FDA/EB, deberian predomimar los ba-
cilos sb6lidos y bien tefiidos pero sucede lo contratio,

Ahora bien, en un paciente dorde por el FOA/ER predaminan
los bacilos rojos en un 99% por el Indice MorfolSgico, reporta
un 70% de s3lidos.

Sin embargo, hay gue mencionar que en tres pacientes ==}
dia decirse que si se relaciona; en uno de ellos que presenta
ba el 100% de bacilos duales y el Indice MorfolSgico reporta
un 70% de fragmentados. En otro paciente cue present5 un 60% |
de rojos y 39 de bacilos duales con el método FDA/EB vy el In-
dice Morfolbgico del concentrado en la tincibn de Shiel Neel-
sen mostrd un 70% de fragmentados, lo mismmo ocurrid con el -~
tercer paciente.

En resumen, tenemos 13 pacientes en donde losg resultados
se contraponen y Gnicamente en tres si concuerdan el FDA/EB
con €l I, Morfolfgico.
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De los siguientes.se pueden deducir dos cosas: la iar:'.mg
ra de ellas es que el metodo ¥DA/EB no-es’ inr‘éctico,l ya que -
es mis sencillo realizar tamas de baciloscopias de mucosa na
sal, de 15bulos de la oreja y i.m.ncién ganglionar ﬁara la eva
luacitn del Indice Morfolfgico, ya que aungue haya estundios
previos de ¢ue el FDA/EB mide la viabilidad por los resulta-
dos obtenidos del presente estudio se contrapone completamen
te con los resultados del Indice MorfolSgico. Esto se paede
descartar haciemdo un estudio posterior comparando -el FDA/EB
con otra prueba que es la de Adenosin Trifosfato que también
mide viabilidad del M. leprae, o bien, par medio de inocula-
ciones a la almohadilla plantar del ratdn, para de esta mane
ra corrcborar si realmente estfn vivos los bacilos.

La segunda cuestibn seria que el I. Morfoldgico no mide -
en realidad la viabilidad camo se piensa y esto rondria en
duda conceptos previos. Camo se ve, esto quedaria en tela
de juicio ya que por medio de otros métedos que determinan
la viabilidad, sin lugar a dudas, la mas confiable y segura
es la inoculacibn a la almhoadilla plantar. La prueba de —
ATP si ha sido confirmada inoculando al ratfn aungque tampoco
hay relacifn entre esta prueha y el Indice Morfolbgico como
sucede con el FDA/EB. La prueba de incorporacifn de la 3H
Timidina, tampoco se correlaciona con el Imdice MorfolSgico.

. Tampoeo existe una bhuena corelacifn entre la ultraes-—-
tructura de los bacilos viables, vistos en el microscopio -
electrénico. EL Indice MorfolBgico en microscopio de luz
(Z.N.) y la inoculacién en la almohadilla plantar del ratfn.
El porcentaje elevado del IM puede explicarse por formas sb-
lidas bien telidas de bacilos muertos. Tambi&én el porcenta-~
je elevado de formas viables en ME puede significar una ultra
estructura normal no caracteristica de las formas vivas.
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En resumen, el método FDA/EB debe campararse con otros
métodos que prueben la viabilidad. No debe tamarse cawo un
método definitivo para medir viabilidad.
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