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INTRODUCCION



La Jepromina es un antigeno que sc prepara directamente de los
nodulos extirpados del enfermo de lepra,

Con este antigeno <c lleva a cabo una cuti-reacciéon semejante a

la que se hace con Ja tuberculing, a fin de pronosticar la benignidad o
malignidad del tipo climco de la enfermedad, que, aunado a otras prue-
bas del laboratorio. contribuye al auxilio de la exploracion diagnéstica.

Tal cutireaccion reabe ¢f nombre de reaccion de Mitsuda y es
cemplementada por otras pruchas como son: baciloscopia, reaccion de
Wasserman, reacaion de Kahn, velocidad de sedimentacion, estudio ana-
tomepatolégico: ademas, en el upo benigno se investiga el trastorno
de la sensibildad cen 1o prueba de la histamina,

La lepra es una enfermedad infecte-contagicsa caracterizada por
1 Curso cranico que se considera come una granulomatosis infecciosa.

Es innegable la impertancia de la dcterminacion  del tipo de le
pra por diagnosticar; pues a pesar del caracter proteiforme del referido
padecimicnto, se le logra clasificar en tres formas: dos polares, que se
cunsideran  como fundamentales v son la Lepra Leprematesa o ma
ligna v la Lepra Toberculoide o benigna: vy una forma no polar Inca-
racteristica o enmascarada.

Respecto a los tres tipos de lepra, se llega a la conclusion de que
les enfermos del tpo lepromatcso sen anérgicos a la reaccion de Mit-
suda; generalmente, los enfermos del tipo tuberculvide, salvo ligeras ex-
cepcicnes, presentan reaccion positiva a la reaccion de Mitsuda y los pa-
cientes de lepra Incaracteristica o Enmascarada en ocasiones presentan
reaccién positica voen otras negativa.

Resulta de gran trascendencia compaginar la juiciosa ooini(’)r} del
Clinico Especialista con las pruebas de laboratorio, como también e;s'

. [N

13 PR

D e -

CMENIGH

s

R

—im

METEYIT<EN




manificsta la gran respensabilidad que ataie al Inmunalogo, encargado
de proporcionar al meédico. un antigeno de maxmas cuahidades, para
cuya elaboracion se hayva tomado en cuenta no solo los factores ionhe-
rentes a la fepromina, sino Jos relatives al orgamsmo, tales como ¢} si-
tio de inoculacion, ¢! poder inmunogénico o resistencia del individuo
las condiciones nermales o patolagicas de i puel,

Debe incrementarse ¢ estudio de o Iepronuma para proporcionar
no solo al médica copeciabata, sino al médico generall un antigeno es-
pecifica, que sirva para diferenciar cudando se trata de un enfermo de
ctra naturaleza v cuando de lepra. hadendo de o reaccion prenasticn
de Mitcuda una prucha diagnastica.

Ce la determinacion del tipo de lepra dependen s puntos de vis-
ta: clinico, histopatologico, bactenologico, mmunologico v social, fac-
teres que crientaran Jas normas profilicuicas, epidemiologicas, pronasti-
cas y terapduticas del padecinuento.

Las cuti-reacciones van o fa cabeza de los métedos de diagnéstico;
sus resultades permiten completar ol medico su juicio clinico.

Las reacciones de Mitsuda vy Mantouy son cuti-reacciones muy se-
mejantes. En cuanto a o naturaleza mmuno-alérgics, ambas se denti-
fican en ¢} Fenomeno de Koch, Este oo un chogue proteimco, deseaca-
denado despues de T primera face, oo Lo gue canocemes con o nombre
de resistencia o la sohre infecoion.

En este fenomeno, lo mismo que en ctros de mmumdad, intervie-
nen anticuerpos y o antigenos, :

La concepoion de Aschalt reune 1o funcion antcuerpogenica en
el bistema Reticulo Endetelial, of cual es estimulado par la naturaleza
del antigeno introducido.

Segan L cualidades del antigene, ocasiona 1a formacion de tres

Grdenes de anticuerpos especificos: de primero, Je segundo v de tercet
orden.

LI Mitsuda como cutisreaccion que es, pone de mamfiesto el mo-
vimiento entre ¢l antigeno y los anticuerpos,
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Generalizando se establece la existencia de varios tipos de antige-
nes para aplicarse por via intradérmica, confines prondsticos para la
lepra:

l.~Lepromina  Integral.—Constituida por una suspensién  salina

de la papilla, obtenida por ebullicion vy trituracion del lepro-
ma inteqro.

2.—Lepromina Bacilar.—Que ¢s una suspension salina de bacilos.

J.—Lepremina Salina Purificada.~Formada por el “principio acti-
vo soluble™, que se extrae del bacilo.

4.— Antigeno en suspension oleosa.

5.—Dinitra 2-1 cloro-1-benceno.

6 —Lepreming enmmiatca, digenda o purificada.

Lleva la primera palabra en su estudio, Kensuke Mitsuda quien, en
1916, reportd sus anvestigaaiones en ol “Japanese Of Dermatologia™ y
pesteriormente hizo de elles una relacion a la Tercera Conferencia In-
ternacional de la Lepra, reunida en 1923 en Estrasburgo.

Con el mismo fundamente de los trabajos de Mitsuda, han surgido
posteriores imveshgaciones, amphando o modificando las teenicas del fa-
moso descubnidor.

Observo Mitsuda, Lo diferente v caracteristica manera de reaccio-
niar a su prucha, por nveccion de material leproso, en enfermos de los
distintos tipos de lepra. Py asi como este cientifico japonés, abre el ca-
pitulo telative a la claboracion del antigeno, gque Heva su nombre, en
¢l que aframaos nuestras esperanzas, para trocarlo en el capitulo de la
Antigncterapa, ol que sustituyen, en la actualidad, los servicios de la
Quimica, por lo cual sen tratados los enfermos con ¢l dinzone o el pro-
min,

El discipulo mas prosuno a Mitsuda, Funio Hayashis es al que se
debe un estudio completo del Lepromin Test o Mitsuda, en el cual, el
autor medifica o concentracion bacilar del antigeno v hace especifica-
ciones referentes al tiempo ideal para la lectura o la vez que de esta
suerte entabla la polémica de los partidarios de la lectura precoz de la
reaccion y los detractores de ésta en apoyo de la lectura tardia.

Posteriormente, Dharmendra (11) muestra a los Leprologos nue-
vos derroteros, cuando descubre que el cloroformo es un poderoso auxi-
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liar para la extraccion del baclo de Hansen. coutenido en los tejlos
nodulares, lograndose, con su uso, un antije’ o Cast desprovisto de las
proteinas tisulares. es la lepromina bacilar, de la gque se denvan mulu
tud de investigaciones. Con clla Dharmendra, continud sus experimen-
tcs para extracr ja fracaon antigémca responsable de la especificidad v
reaccion del Mitsuda, legando a la conclusion de que sc trata de una
naclee proteina, a la que Hama lepromma proteca purtficada (16},

La colaboracion de Muir, a los estudios de los investigadores ante-
riormente citados, resulta de trascendenciar Mur prepara da lepromina
Integral. mediante manipulaciones de toturacion de nodulos hervidos 'y
secos v la pulverizacion de los mismos. hasta la obtencion de un polvo
fino. que constituye lo que pudicrames Hamar una nueva “Forma Far-
macéutica’,

La lepromina se aphca por via intradérmica (0.1 c¢c.). a la altura
de las dos terceras partes de la cara antenor del antebrazo, debiendo
usarse testigo en ¢} otro brazo, la musma cantidad v o fa misma altura
nara excluir el posible factor de alergia tisular.

El sitio de aplicacion de la lepromina hace variar la reaccion de
Mitsuda, se recomienda escoger sition alejados de zonas de piel infecta-
das; proximamente a lesiones tuberculoides, son intensas v decrecen al
retirarse del foro dérmico en cuertion. Fn igual forma a las areas cer-
canas de actividad lepromatosa.

La zona escapular es tambicn ctio citio de aplicacion. Fn fa cara
antericr del antebrazo no e recomendable porque en caso de ver posi-
tiva deja muy visible Ly cicatriz de ta reaccaon.

Hay entre los enfermos una gama imtermedin de Jectura que va
ccmprcndidzl entre Lo reaccion positiva v a neygativa, pero también los
hay que la dan francamente positivic o enteramente negativa,

De hecho, hay algunas lecturas que no deben llamarse positivas o
negativas; el resultado debe darre como Mitsuda de tantos milimetros,
sin decir pesitiva o negativa. Solamente las caracteristicas que presen-
te la cutireaccion unida a la expenencia chimea del espeaithsta, hacen
resumir el tipo de reaccion de que se trata,

LLa prueba positiva de la lepromina puede producir dos uipos funda-
mentales de reaccion: una precoz y otra tardia; la primera se observa a
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las 24. 48 horas de inyectada, llamada también reaccién de Fernandez,
correspondiendo generalmente a las 48 horas ¢l maximo de actividad.

Semcjante a la prucba de Mantoux, la reaccién precoz de Mitsuda
s¢ manifiesta por una infiltracién critematosa central, rodeada por un
halo de enrojecimiento periférico. Para unos especialistas esta altima
manifestacién es ya un indice de reactividad.

La reaccién tardia es propiamente la reaccion de Mitsuda, o reac-
cién nodular, s¢ muestra con precision a los 21 dias, perdura la cicatriz
atréfica por cierto tiempo, sus resultados son concordantes con la reic-
cién precoz. pero menos constante v fue la primitivamente propuesta
por Mitsuda Hayashi,

Se presenta como un nadulo de diametro aproximado de 5 mm. pa-
sando primero como papula a partir de la primera semana de inyectado.

Resumen de la Importancia de la Lepromina. (13)

Después de diagnosticar clinicamente la lepra, la reaccién de Mit-
suda es completamente util como prucha accesoria, es por esto que la
lepromina ticne un alto valor pronostico.

2. —Fundamentalmente es de naturaleza alérgica, que mide dentro
de esa misma alergia ¢l grado de resistencia al ataque del germen.

3.—La prueba de Mitsucs, la clinica, la anatomia patolégica y la
baciloscopia, son elementos de juicio que sirven para clasificar las for-
mas clinicas de lepra: Tuberculoide, Lepromatosa, ¢ Incaracteristica.

4.—Souza Campos seitala el valor prondstico de la reaccién en
preventcrios para hijos de enfermos de lepra, pues los que presentaron
Mitsuda negativo 70 criaturas enfermaron en el periodo de 1936-45.

5.—~La reaccién precoz a la lepromina significa que el individuo ha
estado en contacto con el bacilo de Hansen v por lo tanto ha sido sen-
sibilizado al Myccobacterium leprae.

6.—La intradermo reaccién de Mitsuda ha servido para afirmar las
formas polares de la nueva clasificacion de la lepra, manifestandose casi
un 100¢¢ de casos positivos en los tuberculoides y casi un 100% de ca-
sos negativos en los lepromatosos, incluyendo su gran utilidad cn los
Indeterminados.
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7.—Lecs cnfermos que primero presentan reaccion positiva y luego
pasan a ser negativos son excepcionalmente raros, como sucede con el
tipo tuberculoide reaccionsles que caxt sienmipre dan reacaidn negativa, o
como en los casos rarisimos de leprematizacion de enfermos lepromine
positivos.

8.—De¢ aqui ¢! estudio intensa que debe impartivse a la lepromina,
como ¢l estudio de su naturaleza quimica como antigeno que es, la nor-
malizacion de técnicas v lecturas, corroborando factores inherentes a
la lepromina, para después buscar los correspondientes al por qué de
esas pequefias divergencas en los resultados, hasta convertr ¢l antigeno
en prueba completamente util o por el contrario descartarlo por una nue-
va de mayores cualidades.
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COMPARACION DE DISTINTAS TECNICAS DE
PREPARACION DEIL ANTIGENO.



TECNICAS DE PREPARACION DE LOS
DIFERENTES ANTIGENOS.

METODO DE MITSUDA Havashi: —Hicrven durante 30 6 60
minutos nodulos frescos en suero fisioldgico. Trituran luego este ma-
terial en un mortero v agregan suero fisiologico en la proporcion de 20
cc. por cada gramo de nodulos. Filtran con gasa el preparado obtenido,
lo calientan después a 60 durante una hora y agregan finalmente, aci-
lo fénico en la propercion de 0.5, Empican 0.10 c.c. de este prepara-
do por via intradérmica por cada reaccion.

METODO DE MUIR:

LIn nédulo rico en bacilus, se hierve en agua durante 45 minutos,
se corta luego en pequenos trozos que se sccan al ventilador, primero vy,
después en una camara al vacio con acido sullirico; el material asi se-
cado sc tritura ¢n un mortero de vidrio hasta reducirlo a fino polvo, pa-
ra preparar la suspension sc toman 040 g. de este polvo. se le agregan
10 ¢c. de suero fisioldégico v se tritura en un mortero; se extrae el liqui-
do ccn pipeta v al residuo :olhide. que queda en ¢l mortero. se le agrega
suero nuevamente, repitiéndose la operacién varias veces. La suspen-
sién asi obtenida se coloca en un tubo de ensayo con pipeta v se le agre-
ga suero fisioldgico. hasta completar 100 cc. anadiendo 0.5 de acido
fénico. El antigeno asi preparado e envasa en ampolletas de 1 cc. ce-
rrandelas a la Hama v Hevandolas finalmente al autoclave a 120¢ C. du-
rnte media hora.

METODQ DE FERNANDEZ Y OLMOS.- PARA LEPROMINA
BACILAR.

Hervir con agua nodulos lepramotosos durante 10 minutos. Quitar
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refrigerader). Los lipoides permanecen en ol liquido sobrenadante y los
bacilos se depositan en ¢l fondo. Pipetear el extracto etéreo. Para re-
mover mas completamente dos lipidos, el residuo bacilar es nuevamente
susnendido en éter, centrifugando, v el depasito bacilar separado v
desecador queda asi un pelvo seco constituido solo por bacilos. Para
ohtener la suspension inyectable, se coloca una cantidad de este polvo
en un mortero, agregando una gotas de solucion N /10 de hidréxido de
sodio, triturando con o mane del mertero v oagreqando suero fisiologi-
co femcado hasta Hegar a la concentracion de | myg. de bacilos para 1
ce. de suero fisiologica. L suspension se hace completando por tritura-
cion.

METODO DE FERNANDEZ Y OLMOS PARA LEPROMINA
FILTRADA.

Cortar en pequeiios trozos nodulos ricos en contenido bacilar, her-
virlos en agua durante 30 minutos: quitar la epidermis. Triturar en mor-
tero hasta reducir a pasta homogénen, Agregar agua destilada al liqui-
do de ebullicion hasta obtener un volumen total equivalente, aproxima-
damente a 10 ¢. ¢. por cada g. de nodulo fresco; triturar en mortero la
pasta hemogénea con este liguido hasta lograr una suspensiéon. Filtrar
a traves de gasa. Bl liquido asi obtenido, filtrarlo a través de bujia L3.
Concentrar este filtrado en estufa a 58 grados hasta reducir su volumen
a la decima parte del volumen total de la suspension primitiva, De esta
manera s¢ obtiene 1 ¢ ¢ de antigeno filtrado concentrado por gramo
de nodulo frocco. Envasar en ampolletas, esterilizar en autoclave a 120
grades C. durante media hora,

METONRO DE DHARMENDRA PARA LEPROMINA
PROTEICA PURIFICADA.

El mismo procedimiento de este autor parva obtener la lepromina
Eacilar, hasta la ebtencion del polvo seco de bacilos puros. A continua-
cion triturar el pelvo bacilar v hacer una suspension en suero fisiolos-
gice. Dejando sedimentar se comprucba que una porcion de este polvo
Eacilar es soluble en stero v que ctia parte se deposita en el fondo. Se
parar la porcion soluble pipeteando. despues de haber dejado sedimen-
tar. Mezclar un volumen igual de esta solucion v de acido tricloracético
al 2000 v dejar sedimentar durante una neche. Al dia siguiente el pre-
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cipitado se separa del liquido wohtenadante Bl preapitado we lava cap
¢ter para quitar Jos restos del tncloracetivo vowe disuelve en suero
fisiologico agregando unas gotas de NaOPE N 100 La concentracién
de esta soluatan es de 0.0133 gramon para 010 ¢ ¢

PREPARACION DE LEPROMINA BACILAR TIPO
DHARMENDRA

Exhrpncn()n de lc;\n\;‘.ms VA sCa G0 anestiesia Col novocaina o me.
jor sin ella, va que con frecuencin esta insenable Ly region,

LEPROMNIA B CILAR (1 JOSE BARBA RUBIO)

Ebullicion al Banc Alang furante W omnutos cuando menos( ha
bitndose puesto previ mente Jon feproman con agua. Se pueden guar
dar indefinidamente lo. nodulos hervidos, agregando una gota de Fend
puro por cada 10 ¢. ¢ de contenido va frios A continuacion se toma
nédulo por naddulo <ovre una cara Peten v con un punzon v bhistuei se
limpian los nodulos quitimdo  epidenmie. peloy v tepdo adiposo. Sequi-
damente se trituran les nodules en pequeies trozos con el bisturd.

Se colocan fon Tepromas triturados en un mottero, se triuran, se

agrega cloroformo, en cantidad neceana, no fias se tituran durante

10 minutos mis en cleroforne. o gque oo desprendan Tow bacilos del

tejide de leproma: exe dorcformo woepara por decantado, e guarda

en un vaso de laboratono, s¢ agrega v doreformo en ol mortero con

lepromas, se continia tnturande para desprender mas bacilos, se de

canta, juntando ¢l decantado en el mrema Voo wnto con el antericr, ¥
esta eperacion se repie durante ses o ocho veces procurando de cada
decantado, sacar una muestra v colocarla en un porta obyetos, para ha-
cer coloracion v over stohav oono bactlos que obietivamente se precisd
cuando el cloroformo va no es turbiy m lechoon,
Se deja Ja suspension de bacilos en cotoformo en o estufa, hasta
aue se evapore todo el doroforma (cona
hs.) quedando en el vaso un precipitado

puros.

que sucede alrededor de 20
solido, constitwido por bacilos

Lavado de bacilos, paca

‘ quitar Las grasas v los pigmentos de las
grasas: — LEn seguida e ‘

colocan pequenas cantidades Jdoooecer, en el
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residuc sohdo que queddé en el vaso, después de la evaporacion del
derefermao, ceoagita hasta que se diluyan los bacilos en el éter, se vier-
te sobre un tubo de centrifuga, se coloca mas éter en el vaso y éste
varias veces hasta que en el vaso no quede nada de precipi-
contnuacion exa suspension en ¢ter se centrifuga durante 30
minutos a4 2.500 o 3.000 revoluciones p. m., {como minimo 2,000}, Se
decanta ¢l =ter que sobrenada. que  es amarillento, café debido a los
pigmentos de las grasas tisulives. Se agrega la misma cantidad de éter
Empio. se aygitas v de nueve se centrifuga durante 30 minutos a 2,500
o 3.000 r p. m. Euato se hace dos o tres veces, hasta quitar las grasas
v demas substanaas, Bl liquido decantado se guarda aparte en un fras-

s¢orepite
tada. A

co. para cuando se tenga mucho residuo, hacer estudios investigando
Jas rubstancias que quita el ¢ter:— grasas, pigmentos, cte.

Fl sedimento bacilar, que queda en ¢l fondo del tubo, es lo que
sitve para la preparacion de la lepromina bacilar, se guarda en el mis-
mo tubo dentro de Lo estufa para desecarlo.

Una ves desccado, cosa que ocurre en unas cinco o diez horas,
se coloca ¢l polvo baclar en un mortero hervido, se muele durante
quince minutos ¥ a4 Continuacion se agrega suero fisiolégico; gota a go-
ta al puncipio. mientras se continga molicndo, para emulsionar perfec-
tamentce.

Luego se pipetea la parte superior de la emulsion, o se extrae con
jeringa v se agrega mas suero fisiologico hasta tener lo necesario para
aue la cencentracion de bacilos sea al 2:1.000 (La Técnica de Dhar-
mendra era de hacer la solucion al 1:1.000).

Se agrega 0.5 ¢. ¢ (L2 ¢ ¢.) de Fenol puro para cada 100 c.c.
de lepromina.

Se envasa en ampollas procurando dejar un vacio grande, se cie-
cra a la flama y se esterilizan dejandolas en el auto-clave a 120 C. du-
rante 10 a 15 minutos. Después se colocara en frascos hervidos con
tapon de hule.
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EXPERIENCIA PERSONAL.



Las modificaciones llevadas a cabo en las leprominas Integral, Ba-
cilar y Enzimatica, van de acuerdo con los siguientes propésitos:

[.—El fundamental consiste en considerar a la lepromina como
antigeno y no con la idea de modificar la elaboraciéon clasica de Mitsu-

da (18).

Il.~Tratar de obtener un antigeno controlable en su poder anti-
génico v su concentracion, factores muy importantes en la preparacién
de todo antigeno.

[1I. ~Considerar que la causa de las reacciones pseudo positivas,
puede consistir en la alergia hacia las proteinas tisulares, lo cual corro-
bora la urgencia de un testigo.

IV.—~FEstenlizacion del antigeno que amerita un control bacterio-
l6gico de acrobios y anaerobios.

LEPROMINA INTEGRAL. METODO DE MUIR.

Les néadulos extirpados esépticamente, <e reinen en un recipiente
de boca ancha, o matraz Erlenmeyer de unos 121 c. c. conteniendo
glicerina estéril neutra, ¢n cantidad necesaria para cubrirlo. Asi pue
den conservarse sin dar lugar a la putrefaccion.

Se maceran en Bafo Maria a 56° C. con objeto de ablandarles
la epidernus; puestos en caja de Petri se suj?ta c:.xcia nédulo con el
punzén y cen ayuda del bisturt se retiva la epidermis y el tejido adi-
poso.

Fraccionados en pequeios trozos con las tijeras, se colocan en
una caja de Petri y se someten a dcsccaxfién en la mcubac‘iora a 37° C.
¢ uba temperatura que no exceda de 56v durante tres dias,
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Ya secos. se maceran en glicerina a 56+ hasta ablandarlos; se colo-
can uno a uno cn el mortero, se trituran hien v se aftaden pequeias canti-
dades de glicerina hasta chtener una pastar en tal forma se guarda
para tomar de ahi las porciones necesarias del antigeno.

Fn un mortero de bizeovho o de poreclana se coloca una pequeiia
percion de la pasta. segun fa cantdad de antigeno gque seovinva aela
borar {de un nobule se obticnen 100 c.c. de antigeno) v poco o poco,
¢ incorporando con el pistilo ded mortero. se adiiona una solucion de
Joruro de sodio al 9 x 1.000. hibre de pirdgenes. hasta ebtener una
emulsién opalina,

Con ¢l ebjeto de evitar contaminaciones en ol momento de cepar-
tir ¢l antigeno. se coloca éste en un embudo de separaaion. aproxima-
damente de 150 c.o. de capacidad, Io que ademis contribuve o o sedi-
mentacién de las particulas mas pesadas. Con este cbicto se deja repo-
sar un dia y cuando va est¢ sedimentado, se hace la separacion hasta
dejar un liquido lechoso turbio, cuva concentracion se compara al ne-
tfelometro de Me. Farland.

Si atn esta muy opalino, se adiciona suero fisologico, hasta que
su opalescencia sea igual a la de la sequnda ampolleta del turbidime-
tro, o sea a la que corresponde una concentracion Jde 600,000,000 de
bacterias por c.c. Cuando se ha alcanzado tal concentracion se adicio-
na el conservador, hecho lo cual se procede al envase. En cada frasco
ampula de 5 cc. de capacidad. se colocan 4 .o del antigeno, en con:
diciones estériles, y se obtura con el tapon de algedon: hecha 1y re-
particion del antigeno, se cierran los frasquitos con tapon de hule v se
esterilizan en Bano Maria, o una temperatura de 50 € dur.mtc‘lrcs
dias o mas, hasta que el contral bacteniologico de acrobiosy anacrobios
renga de manifiesto la estendidad. .

NOTA

Come Jaglicerina impide o deareddlo de b putrefacaon. en Juga
de someter los nodulos o Lo ebullicion ¢ concervan en ghicenna. li‘s!u
queda corraborado por los grandes experntencias del \n‘.‘clxu\;.\dnr fr.n-
cés Luis Pasteur, cuando al preparar su vacuna antiniabicn ~l.|\ medialas
de los conejos rabioson, sumergidas en glicernna, se concervan faera
de toda comtaminacion estando provista, de este modo, de Lo vacuna
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de poder antigénico que se requicre. Luego, al conserv
en ghcenna. no solo se evita la putrefaccion,
tienc el poder antigénico {2) (6).

ar los nodulos
sino que también se re-

2 —El prgmento de la piel del nodulo da mal aspecto al antigeno

de ahi L neceadad de eliminarlo.

Jo—Para agualar L turbider a la sequnda ampolleta del nefelome-
tre. se hacen previas pesadas de 0.4 g. del polvo (que es lo que indica
la téemica de Muir) a esta porcion se anaden unas gotas de glicerina
y o pasta formada s incorrora a 100 c.c. de solucion salina. Compa-
rando su opalescencia al turbdimetro, se vio que corresponde a la se
qunda ampalleta de ¢,

4. —Sigwendo la téenica de Muir, (12) encontré que al pipetear
¢l liquido cobrenadante, en ocasienes se absorben particulas gruesas del
pelvo. que obstruven la aguwa de la jeringa. Esto se corrigié dejando
sedhimentar las particulas toscas en el embudo de separacidn. Ademas,
cada ver gue se repetia la téenica para elaborar nueva cantidad de an-
tigeno, L opalescencia de cada lote resultaba distinta, pero por compa-
racion al turbidimetro, se¢ pudo ncrmalizar su concentracion.

S —F] control bacteriologico llevado a cabo después de la esteri-
Lizacion ol autoclave a 1207 (15 libras) durante 15 minutos, acusd en
algunas muestras germenes vivos v oen otras no. lo que [?r()bill?]CIllcntC
depende de  las condiciones de asepsia en que las manipulaciones se
Hevaron a cfecto, par 1o cual es suficiente la esterilizacion per el mé-
todo de Thindal controlando  después del tercer dia, por siembra de
aerchics v oanacrobios para gue se censidere como autorizado, cuando

va acuse esterthdad.

6. —En La practica en posible conservar el antigeno en fa siguiente
forma: Se vierte Lo suspenaion de fuerte tuibidez, obtenida de la lepro-
mina Integral. en una frasco de wvidrio resistente esteril, (2), o esta

©oconcentr Joantigene,  provisto del
forma. Jas suspensiones muy concentradas de gqeno,

intiseplico pucd\'n conservarse on ¢l lt'fl'iqcr;\(lnr con unas cuentas de
. septico, ;

vidrio para homogenzar por agitacian el “Cencentrado Bacteriano
¢ ar gqenz :

Jerhaciendo los grumos de polvo. Cuando se desea preparar aueva can
acsnaciend R !

tig d({ * e SN R asi ¢ i l).lr“(nd() d(' una
usara ¢ 181 COnsery Id(l en l 1O \
l \l( antt jeno, [}

Jdete ! b ¢ n]’kn]() que se ot tye con \'()]ll('ii)” .'illi"d puta
AR © . que s N l i
h rimmi l-l(l.l I wrdion (l S

RIS Te Mrica.
; . aracion pefelomét
despucs someterhy o lacomp
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LEPROMINA BACILAR

En la preparacién de la lepromina Bacilar {12) se desperdicia gran
cantidad de Maycobacterium ieprae, esto lo demuestra la observacion
al microscepio de un frotis del liquido de ebullicion, tefudo por el mé-

todo de Zichl Neclsen.

Este desperdicio se corrige absteniéndose de la cbullicion de los
nodules y limitandose a conrervarlos en glicerina, micntras se reanen
lus pecesarios para iniciar la elaboracion.

15 a 20 nadules se maceran a 56 C.. sc Jes retira la eprdermis v
el tejido adiposo: se hace con ellos una papilla en el mortero y se pro-
cede a la extraccion del bacilo para lo cual se adiciona cloroformo; el
liquido lechoso que resulta, se separa en embudo de separacion y se
centrifuga a 3,000 revoluciones per minuto durante media hora.

Este liquido opalescente va repartido en tubos de centrifuga, al
ser cbservado contra la luz, recuerda las ondas Noire del bacilo Ti-
fico. En nuestra experimentacion no obstante que se sometio ¢l tiempo
de centrifugaciéon que indica la técnica. no se forma sedimento bacilar.
sino per el contrario, {os bacilos ascendieron @ la superficie del cloro-
formo. Para investigar el por gu¢ de esta anormalidad, con este liqui-
do se procedié a manufacturar algunos frotis, que, después de tefiidos
por el método de Zichl Neelsen. se observaron al microscopio: tal exa-
men revelé al Mycobacterium leprae modificade en su meorfologia con
fcrma de sacos bacilares. fraccionados perpendicularmente en uno o en
sus dos extremos: tefidos no tan caracteristicamente como aparecen
cuando el frotis proviene de un enfermo sin tratamiento. Consistic di-
cha madificacidn en presentas una celaracion débilmente roja en los ex-
tremos y el centro bacilar iacoloro. La periferia limitante del germen
se observa ligeramente brillarte, lo que se atribuve no solo a la evolucian
del bacilo, sine a las diversa. circunttancias o artificios de manipulacion
como la molienda en ¢l mortero, o al hecho, mas probable, de haber
trabajado con nabulos procedentes de enfermos anterormente  someti-
des a tratamiento con diazone o promin, o tambicen g que estas experien-
cias se hicieron con nébulos guardados durante seis meses.

Para corroborar la causa de estas modificaciones, se procedio a la

preparacion de frots del exudado de Lo prel de enfermos sometidos pur
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algin tiempo a tratamicnto sulfénico, de acuerdo con la siguiente téc-
nica:

Sc aseptiza la picl sobre un nébulo. se izquemiza y sc presiona con
pinzas de Pean. se da un piquete v se toma el exudado con una porta-
abjetos, se fiya. se tiier v al observarse al microscopio la misma modi-
ficacion merfolégica, atada anteriormente en la elaboracion del anti-
geno, se perabe claramente llegando o alcanzar no solo la deformacién,
sino la completa pulvenzacion del bacilo, debida al tratamiento sulfé-
nico. En cambio, los casos de la enfermedad recientemente descubier-
tos muestian frotis de baalos integros, con todas las caracteristicas
tintcreales v morfologicos: per lo que concluimos que esta modificacion
existe desde la extirpacion de los nodulos en enfermos con tratamiento.

Asi nos eaphicamos el por qué al ser centrifugados los bacilos, no
se preapitan al fondo del tubo como lo hacen les de nédulos recien-
temente extraidos, sino que tienden a la superficie formando, en la zona
superior del tubo, una capa amplia lechosa, claramente diferenciada del
resto. La parte inferior del tubo es de color café amarillento, completa-
mente transparente. Siose agqita, la capa superior se pierde y se distri-
buye por todo ¢l tubo. abservandose brillante como al principio. Esto
cemprucha que los biales han perdido con el tiempo densidad hasta
ser ¢sta menor que la del cloroformo (i455). ya que han quedado en
Ja parte superior. Contrariamente a lo dicho, los obtenidos de nédulos
recientemente extraidos. se sedimentan en el tubo a la misma velocidad
durante media hora

Despues de centrifugar el liquido lechoso y decantar el cloroformo,
¢l sedimento bacilar se suspende en éter, lo que da la apariencia de un
finc cspolvoreado brllante. Recordando la semejanza que guarda con
¢l bacile de Koch. en lo que se refiere a la envoltura cérica, la curiosidad
me Hevé a confirmarla. Para esto, a una porcion de lepromina bacilar,
agregué una proporeion aproximadamente igua.l de éFcr sulfurico, se
agita y s¢ deja reposar; se observa que los bacilos ascienden a lFx capa
etérea. Solamente. por la naturaleza quimica de la envoltura cérica del
bacilo sube al &ter si no fuera cerosa, permaneceria en la misma solu-

cion salina que lo leva.

El aspecte coloidal de los hacilos en el ¢ter. permanece por mas
tiempo que cuando va suspendido en solucion salina; en ésta el polvo
bacilar ev mas bien opalino y tiene tendencias a la sedimentiacién, sien-

. . Nk ),
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do su espolvorcado no tan fino v brillante como cuando ¢ observa en
¢l éter.

Ll sedimento bacilar se tratd con éter. pata chminar Jos pigmentos
biliares: la coloracion cofe. va disnunuyendo con los Javados de éter, has
ta qucdar complc(nmcnlc cristalino,

El depdsito baalar, chtentdo con centrifugacaon. posteriormente se
suspende en sucro fistoldgica, se contrela ~u concentracion bacteriana,
por comparacion a la pnimera ampolleta del nelelometyo, temendo come
base esta turbidez v no su pesar en eqta forma podemos elaborar anti-
qeno bacilar, a partir de un solo nodulol wn neceadad de oreunir los
quince o veinte que requicre o teemca, ehmmando e Lo balanza de
precision.

Se sigue contrelando conforme o indica o preparacion general de
un antigeno.

LEPROMINA ENZIMATICA, DIGERIDA O PURIFICADA.

El tejido nodular se somete o o digestion proteohiica, desintegran-
dolo sin recurrir o la chullicion,

La solucion enzimatica se prepare suspendiende 01 g, de pepsina
en 100 cc. de agua destilada v estend, se aadula con solucion diuida
de acido clorhidrico, hasta obtener un ph de 2.0 <1 tal se hace con acdi-

do sulfirico éste cemumica o Lo trozes nodulares un color rojo ladnille.

Un nodulo, se fracaiona en pequeiios trozos v ~e mcuba con la e
zima proteolitic, o 40 Coper 2 dion, transcurnidos Jos cuales, se obser-
va flotar Jos trocitos en la superficie del hquido, Victas al traves del ma-
traz, dan la mnpresion de que no han wado otacados por la cnzima, pero
al ser presionadHs contra by paredes. mediante un agitador, se mamfies-
tan completamente ablandados,

En Ja superhiae del hquido se forma una Capa de aspecto (rasoso.

cuyo frotis tenido al ser obrerns ado con avuda del uncroscopio, se reves

la amaridle con estructura stinerante afa del tepdo adiposo.
Loes trozos ne dulares digenidon, .

¢ homaogetizan en el mortero,
chteniendose faclmente wna fing

papithe, que se suspende en solucion
salina y se completa of volumen a 100

El envasado vs sometido a las
reglas, v atadas, de preparacian

control,
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El estudio de la lepromina enzimdtica nes inclina a pensar que el
jugo gastrico no ataca al germen de la lepra, contrariamente a lo que
cientificamente s¢ conoce de esto, sabido es que:

Cuando un antigeno es antredusido por via oral, se encuentra en
el tubo digestivo con las secrecienes de las gliadulas, capaces de provo-
car Ja demoheon digertiva de su arquitectura quimica, con pérdida de
su facultad antigemici, tendiendo o convertirse por la digestién, en
una substancia avimailable, semejonte a la de Jos tejidos, o en material
propic a los combustiones que mantienen fa vida, Para que un antigeno
pueda atravesar ¢l estomago sin sufric fa accion del jugo digestivo, de-
bera administrarse fuera de la alimentacion o protegerse por medio
de una envoeltura entérica, © de una substancia como el Salol. inataca-
ble por ol juge gastrico (2]

Si b pepana noataca ol gérmen de la lepra. hay un tanto para
aficmar que cs ol estomago la puerta de entrada de la cofermedad. Si
ve completara ef estudia de la pepsina, podria afiemarse que una de las
vias de contagio es l oral, Nientras no conozcamos la puerta de entra-
da del germen, no se sabra atacar la enfermedad (2).

Sin embargo: Sachs cree que o proteina, o cuya union debe el li-
pido su tacultad antigemca, term ot debil unién con €l por abs.orcion y
la Hama por esta causa Proteina Remolcadera o "Protectora’. Sevag
piensa que la actitud antigenica esta intimamente ligada a la catalitica, y
crec que jos vnzimes v los antigenos no solo pertenecen a una misma
clure de cotalizadores, vino que constituyen una misma cosa. Se funda
entre Ctras raICnes, para epinar de esta mancra, en Ja alta cspccialid.nd
de las reacciones enzimoticas, paralclamente a la que ticncn. fas reaccio-
nes antigeno-anticuerpe, en ¢l heche de gue en los seres vivos se com-
prucka gue la accion mumotica da lugar, como la .'mtxgc.m.cn. a la forma-
cion de substancias que inhiben expecificaamente la actividad del agente
ensimo o antigeno, que les dio origen: y tales hechos le han l?cvudo a
presentar el fenomene de Ia inmumd?‘d bajo un aspecto rvlntn'.’n.ncntc
nuevo, creanda el término Tamuno-Catadices™  (Inmuno Catalysis By

M. G, Sevag Pm D 1945). (2).

Control de Estenlidad practicado en las Leprominas,

Resultados del control bacteriologico practicado en cada Lepro-
. 13 . .
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mina, aplicando distintos meétodos de esterilizacion con objeto de com-
pararlos y clegic ¢l mas a propdsito para estc antigeno.

Abreviaturas:

l.—L.L—~Lepromina Integral.

2.-~LB .~ " Bacilar.

3.—LE.— ; Enzimatica,

l.—L.1.—10 min. 108:C

2.—I..1.—~15 min,

3.—~L.1.—10 min. 115°C 1.—Aecrobios — estéril.
4.—L.[.—15 min, 2 —Anacrobios — contaminado.
5.—L.l.—Hervidos 5 min.

6.—L.1.—Hervidos 10 min.

7.—~L.l.—Hervidos 15 min.

8.~L.l.~Hervidos 20 min.

9.~L.I.—Hervidos 25 min.
10.~L.B.—Congelacién v descongelacion.

11.—~L. I.—Congelacion y descongelacién,
12.—~L.B.—Por tindalizacion.

13.—L.1.—Por Tindalizacién.

En todos estos antigenos el control bacteriolégico acusé esterili-
dad, sequidos por métedos de tindalizacién, congelacién v descongela-
vioén, ebullicion y llevados al autoclave. Sin embarge. algunas antigenos
llevados al autoclave salicron contaminados:

14.—L.I.— 5 —~ 5 lbrs.

15.~L. [.— autoclave.
16.~L.B.E.—autoclave,

17.—L.B.—~ Congelacién y descangelacian.
18.—L. L~ Congelacion y descongelacion.
19.—~L.1.— Autoclave.

Comparando estos resultados, con los anteriores, observamos que
ia esterilidad depende, mas bien, de las condiciones asépticas bajo las
cuales se trabaje: pues muchas veces son suficientes 5 minutos de ebu-
licion; por el contrario, en ocasiones 15 minutos a 108°C, nc logran
conseguiria. )

Como todas las proteinas, excepto las protaminas, la gelatina y al-

-
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gunas hirtonas son antigenos, (2) al ser coaguladas tales proteinas por
el calor, pierden su poder antigeno.

La lepromina es un antigeno sumamente estable que soporta la tem-
peratura v o presion. «.n destruir completamente su poder antigénico,
ya que al ser sometido en esta forma cuando se aplica, responde, estimu-
lando o la formacian de anticuerpos lo cual queda de manifiesto en el
Mitsuda positivo, aunque se pueda percibir que la positividad decrece
cen e<tos factores. Se descubre su gran actividad en la preparaciéon de
la Lepromina Enzimitica. en que el antigeno es cristalino y no obstan-
te tal transparencia alcanza a despertar positividad.

El esqueleto quimico del mosaico antigénico acaso sea muy delica-
da. pere sabiamente la naturaleza Iy ha protegido con una capa cérica.
que le permite conservar su integridad antigénica por lo menos en par-
te aun sometido a presion v calor. igual acontece con el bacilo de la
tuberculosis, con quien guarda algquna semejanza,

Como mdétodo de esterlizacion se empled ademas, el de la accién
alternativa de congelacion v descongelacion, para asi aprovechar el li-
sado del antigeno. El estado coloidal o la fina opalescencia que pre-
sentd el antigeno, sc rompe por este procedimiento y, presenta un gra-
nulado dificil de homogeneizar por ayitacion, claramente perceptible a
la vista que recuerda al floculado de la reaccion serolégica llevada a
cabo por ¢l método de Kahn, con una positividad de cvatro cruces.

La lepromina esterilizada por este método no se siguio aplicando,
debido a que descendio su pod:r antigénico, por lo cual se usé posterior-
mente como testigo Lepromina Integral de antemano controlada.
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DISCUSION



Asi como la misidén del médico. consiste en profundizar acerca de
la anatemia y la fisiologia humana, asi como la del quimico esta referi-
da al estudio de la constitucion del atomo v sus 6rbitas electrénicas, los
protenes y los neutrones corresponde al Inmunélogo la investigacion
censagrada a la anatomia estructural y las diversas funciones de las bac-
terias. Para ello. ha de construir modcelos que, aunque rudimentarios,
le son tiles como fundamento de la constitucidn bacteriana porque, aun
carcciendo de una nocion completa y exacta de tal arquitectura, ha po-
dide con ello solucionar muchos cnigmas inmunolégicos, basados en el
cencepto del antigeno ¢ inmunidad.

Inmunidad ¢s el proceso biologico por el que un individuo resiste
la accién nociva que en condiciones semejantes se muestran patogenos
para otros individuos de la misnia o de diferente especie (2).

Alergia o anafilaxia es un fenomeno biolégico pur el cual la intro-
duccion, gencralmente por la via parenteral. de un antigenc, que antes
ha estado va en contacto cen los tejidos del individuo, lejos de encon-
trar la proiccci(’)n habitual en la inmunidad, origina manifestacicnes de
intelerancia de las cuales las hay en ocasiones mortales.

Se considera como antigeno a toda substancia de constitucion qui-
mica, extrana a la del organismo, que penetrando en éste, habitualmente
per la via parenteral, provoca la formacién de agentes especificos, que
neutralizan, destruyen, ¢ inmovilizan al antigeno y reciben ¢l nombre
de anticuerpos,

Se da el nombre de antigeno cempleto a toda subsiancia, general-
mente proteina heterdloga (distinta en su urquitcctur? quimic.n a las qu‘e
constituyen los tejidos del sujeto inyectado) que, ln‘(I‘O(ll.lCldi\ por via
distinta de la oral, genera anticuerpos, con los que reacciona tanto en

¢l organismo vivo como in vitro.
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Antigeno incompleto o Hapteno en toda substancia. radical, o ele-
mento. incapaz, por si solo, de praducir anticuerpos, pera qur articula-
do a una proteina, forma un complejo con actividad antigémea v origi-
na un anticuerpo que reacciona i vitro frente al haptene hbre del com-
plejo.

Antigenos heterogenicos. —Qcupan lugar aparte dertas sustancias,
que inyectadas a un ammal, producen anticucrpos capaces de reaccio-
nar, no scio frente al antigeno que e utihzd, s tambaen frente a otros,
muy distintos en aparicnaa. Invectando al concjo un extracto de rifon
o higaco de cuy o de caballo, se produce una hemobana muv activa pa-
ra los glébulos rojos del carnere. Los antigenos como étos se Hlaman
heterugénices, o de Forsmann. (1} (2).

El inmunélogo, de acuerdo con o expuesto, consxdera al cuerpo
bacteriano no como un todo uniforme. ©ino dradido en disuntas porsio-
nes antigénicas de censtitucion quinmica cspeaifica. poraones que. al ser
aplicadas, tienen funcion muy distinta. Eeta funcian debicadisima, es la
que cuida el inmunolege para obtence el exito de sus antigenos,

Segun las defimciones anotadas, la lepromuna e un antiyeno, v,
por lo tanto, debemos considerarlo conforme o su valor v <us cualida
des y evitar los factores que la maedifscan, para prepararla en las mejo-
reés condiciones y obtener de ella ¢l maxine rendimients de utilidad.
Aunque no por el hecho de presentar dificdtades parn sy

preparacion,
debe descartarse coma initil en Denmatologia.

Al aplicar un antigeno podemos recoger fa respus-ta de anticuer-
pos, especificos ¢ inespecifices, segun sea el extimulo del antigeno in-
troducido. El resultado es el reflejo de las fracciones antigénicas que
Heva la lepromina vy de Lo capacidad de reaccinnar Jdel enfermo: estos
dos facteres son fundamentales en oy lectura

Si el antigeno esta perfectamente claborade. o nervando sy oar
quitectura quimica, podemes confiar en ol resultado

prro stomutihamos
sus fracciones antigénicas, sy respueta tal ves

xmi\l?\‘.s o CTror

Si los procesos de ebullician de Lo nodulos v el do
autoclave, cuccen ta proteina especifica del cuerpo b
antigeno  serd distinta a Lo obtemida con |
ciones  son sumimente

estesshizacion al
acilar, la lectura del
a4 proteina cruda; estas frac-

especifican vy s tesponaables del movimiento
del mecanismo productor de anticuerpos,
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Inmunclagicamente, con a lepromina no ¢e han hecho experien-
cias que nos resuman qué clase de antigeno es, pero cualquiera que sea
su definicion, siempre interviene una proteina que actiia ya sea fisica-

mente como sostén al hapteno o quimicamente entre hapteno y anti-
cucrpo.

Con objeto de aclarar los conceptos, recordemos aqui las teorias

clasicas de las reacciones de antigeno y anticuerpo y su aspecto mo-
derno (1),

De acuerdo con esto, intentarcmos razonar la sintesis del siguiente
cuadro sinéptico. que abarca alaunos puntos concernientes a la integri-
dad antigénica, cuve analisis facilitard la aplicacién al mosaico antigé-
nido de¢ la lepromina (1),

l.—Naturaleza quimica de la fraccién antigénica activa,

2.—Lugar o posicion que ccupa esa fraccion antigénica en el cuer-

po bacilar.

3. ~Proporcion que guarda ese antigeno con respecto a la unidad

bacteriana.

4.—De la prezencia. numero v clase de otros componentes antigé-

nicos en la bactena.

5.—Del estado coloidal que gquarda el antigeno.

6.—Formolizacion.

1.—Todas las proteinas excepto las protaminas, la gelatina y al-
cunas histenas, son antigenos. Entre les productos de demolicién de
las proteinas, solamente lox mas elevados, como las albumosas. nu.den
serlo. Las fraccicnes mas pequeiias, sobre todo si pierden el estado co-
loide aun cuando su peso melecular permanezca alto. dejan de tener
actividad antigénica (2.

Lis antigenos complctm 50N poer osu naturaleza: proteinas o tiencn
un componente proteico.

; Inmunologicamente qué es la lepromina?

Si es un antigeno completo, interviene en su estructura quimica una
preteina; por lo tanto, al preparar la lepromina, como no debemos muF1-
far la integridad antigénida, es menester observar cuales son las propie-
dades fisicas y quimicas de las proteinas,

Las proteinas constituyen un grupo de subf:tcmcias sumame;ltcj com-
plejas, quimicamente san constituyentes csenciales del protoplasma, y
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asi como son alimentos fundamentales, xc¢ caracterizan porque al ser
hidrolizados producen amino-acidos. Segun  sus propicdades fisicas y
quimicas se les clasifica en tres grupos: proteinas simples, proteinas
conjugadas y proteinas denvadas. Entre cllas. unas son atacadas por
¢l calor, otras no. (9).

Tomando en cuenta que la fraccion antigénica especifica de la le-
promina ¢s un nicleo proteina (Dharmendra)  (16), revisaremos sus
propiedades para cvitar su mutilacion durante ¢l proceso de elabora-
cion de la lepromina.

Las niicleo proteinas. como su nombre lo indica, son constituyentes
esenciales del nacleo de las células vegetales v animales. Se encuentran
en abundancia en los virus y en las bacterias.  La hidralisis de una nu-
cleo proteina nos da primeramente una proteina y pesiblemente una nu-
cleina, ya que las nuclec-proteinas son hetero-protidos, cuyo grupo pros-
tético son los acidos nucleinicos (9).

Resumiendo. No tadas las preteinas son coagulables por el calor.
en el caso de la lepromina jqué clase de proteina es su antigeno especi
fico?

Si es una nucleo-proteina, ésta, al desdoblarse, origina siecmpre una
proteina; luego debemos observar Ja temperatura para no coagularlas y
asi obtener especificidad entre antigeno y anticuerpo en ¢] momento de
leer el Mitsuda.

En la célula neumocicica, el anticuerpo correspondiente al Hapten
pelisacarido perée alta virtud protectora, en cambio, el anticuerpo co
rrerpendiente al antigeno nicleo de proteina poseia poca ¢ ninguna efi
cacia protectora {Very y Morgan 1925; Ven v Nuil, 1025).

Luego, en el caso de la lepromina, para no predecir que se trata de
una nucleo-proteina digamos tan solo de la existencia de una naturale-
za quimica antigenica susceptible de mutlarse por muchos factores.

La especificidad de las reacciones de antigeno y anticuerpo depen-
de de la estructura quimica de los agrupamientos particulares llevados
por el antigeno (los grupos hapten) y correspondientes o los grupos
de combinacion llevados por el anticuerpo (1) (2).
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(1) (2) Teniendo en cuenta que. cn la mayoria de las especies,
bacterianas, la fracaion o las fraccienes antigénicas que interesa conser-
var son termolabiles. la esterilizacion de las  suspensiones bacterianas
se hace calentandelas en B, M. a 58¢ C, durante una hora, o solo a 52¢
durante mavoer tiempo. o sometiendo las suspensiones a calentamiento
discontinuo a 50" una o dos heras, cada dia, durante tres consecutivos

(2).

Femando en cuenta la fraccion o fracciones antigénicas de especi-
fricidad v apheando estos conccimientos en la preparacion de la lepromi-
na, debemos siempre interesarmes por conservarlos,

Solamente haciendo estudios del peder antigénico que prevalece a
arferentes temperaturas, podemos llegar a cencluir que tal temperatura
v presion no modifican su integridad como antigeno.

iin resumen: la elaboracion de un antigeno con todas sus cualida-
des, sin mutidar la estructura quimica, o sca, sus agrupamicntos antigé-
nices o haptenes, de acuerdo con la susceptibilidad del mosaico en el
viraje de sus propiedades, sera la responsable de la especificidad de
reaccion antigeno-anticuerpo (lectura de Mitsuda).

2.—Es en la superficie de la célula bacteriana, donde ésta reaccio-
na con los anticuerpos situados en el fluido que la rodea. Hemos obser-
vado que ¢l modo de ebrar inmunolégico de una célula normal, o cual-
quiera de sus varantes, ¢sta determinado por el caracter de los antige-
nes superficiales, Y tal aseveracion se apeya también en el hecho, de
que los anticuerpos producidos, como resultado de inocular bacterias, en
animales de laboratorio. parccen corresponder a la superficie bacteriana,
mas que a las hacterias como un tado (1).

3 1. formohzacion de los sueres prevoca, segin el procedimien-
0 segwdo para veahzarky modificacion en la cspccilfic.idnd, semejante a
la que provoca el calentamiento del antigeno, pero .dvlstmta a la que cau-
wa Lo halogenacion o la mitracion, No solo es modxflcan‘do la arquitectu-
ri Quimica, sino alterando ol equilibiio coloidal y abocandolo a la geli-

ficacion, como obra ol formol

Hay una ctapa de pregelificacion, ostensible al ultramicroscopio o
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al fotémetro, en la que puede un antigeno modificar su capacidad de
reaccicnar con ¢l anticuerpo respectvo. (2).

4.—Pequeiiisimas canudades de proteinas tisulares, escapadas al
triturar los nadulos en ¢l mertera, ron provablemente suficientes para
dar reacciones pseudo positivas, en Jan ndnduos que presentan alergia

a las proteinas,

La L. bacilar aparentemente va kibre e tepndo nodular, pero como
provoca reacciones preude-positivas como la T ontegrall nes autonza a
pensar que en el mortero trituramos parte de las proteinas en cuestidn
y aun cuando esto sucede va oen oinfimas cantidades cotas son suficien-
tes para revelarse on la introdermoe-reacaion

Y hacemos esta SUPOSICION £ 1Cacaenes que el o inmundlo-
go lleva a cabo en su loberateno, como «on law sere-teavaidn de Ascob
y algunas de aplicacion en problemas legales,

La reaccion de Ascol pone en evidencia Las proteinas en el liquido
que resulta de filtrar los trezos del tends carbonose hervidos en suero
fisiologico. Las pructas fegales aludidac, won Lo refendas ol hecho de
que, las proteinas recogidas de manchas d

diluciones de 1: 10.000.

¢ cangte, ceorevelan aan a

Lucgo. probablemente o leproming bacilar estad provista de pro-
teinas tisulares respensables de 1o pecudo reasoion

5.— La L. Integral es tan evpecifica como o L. Bacilar

La adicion de radicales ¢ de elementis o Jas proteinas ne suprime
su actividad antigénica, cuando el compuesto resultante es soluble y
censerva el estado celaidal. Asi Ly caceing, Ta sal de acido fosforico de
una preteina, asi como muchas naclec protemas de los tepdes o de las
células, son antigenos (1) (2).

Les cambios fisices, que no alieran la estructura quimica ni el esta-
do coloide, no suprimen la capacidad antigenmca, ann cuando pueden
ampliarla, comprendiendo, dentro de wu accion, tanto ol antigeno en st
estado normal, como supongamos, modificande por el calor (2}

La adicion de radicales o de clementos o las proteinas en la L In-
tegral, se podria referir a Ly adicion del polva del tepdo nedular, 1o cual

no desmerece su poder comn antiveno capecibien,
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Cen mucha razon se piensa que la L. Integral. es un antigeno que
puede apropiarse, del medio donde vegeta, fracciones antigénicas des-
acestumbradas en ¢l como es el polvo nodular, transformandose por
csto en menos cspecifico que 1o L. Bacilar, o en antigeno heterogénico.
pere, en realidad las dos leprominas llevan este tejido extrafio que, las
Lace adolecer del mismo error, una con mavor cantidad que la otra: sin
embargo con ambas cantidades suficientes para acusarse.

Verdaderamente la pluralidad antigénica ne es la excepcién sino
la regla, por lo que, Landsteiner aseguraba que en realidad los antige-
nes sen verdaderos mosaicos  antigénicos  (2).

Dos substancias muv diferentes, pueden tener una o varias fraccio-
nes antigenicas cemunes, v odar lugar a anti-cuerpos capaces de reaccio-
nar frente a4 una o la otra, de manera que. en apariencias, se viola el
caracter de especificidad antigeno-anticuerpo.

Il baailo de la tuberculosis v el de la lepra con ciertas semejanzas
centre si. pueden llevar esta fraccion antigénica comun, y tal vez por
csto, los autores que hicieron el estudio comparativo de la reaccion Mit-
suda cen las reacciones tuberculineas, encentraron que la tuberculina
incrementa la posiividad del Mitsuda; o al contrario (10) (11).

En los individuos supuestos indemnes de lepra, procedentes de un
pais en el que la lepra no es endémica, la reaccion del Mitsuda acusa
un indice de posinvidad tan ¢levado camo el que se observa en la pobla-

cion sana de les paises endemicos (13).

El mismo concepto de plurahidad antigenica o mosaico antigénico,
nos hace pensar que salamente la presencia de fracciones antigénicas
comunes, son las respensables de laiso-aglutinabilidad en los bacilos
del Eberth y Paratifices, asi como en la Rickettsia vy ¢l Proteus (2).

Luego, es probable que el bacilo de Ja tuberculosis, emparentado
Lotanicamente con ¢l de la lepra (Mycebacterium) leven la misma frac-
¢ion antigeénica, por lo que registran incremento en la positividad de las
cuti-reacciones de la Lepromina y el Mantoux.
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CONCLUSIONES



A.—URGE UN TESTIGO.

l.—La Lepromina debe acompafiarse del testigo, para eliminar el
posible factor de alergia hacia las proteinas tusulares,

2.—Solamente en presencia de este testigo debera iniciarse el es-
tudio.

3.—Ya que la temperatura baja el poder antigénico de la Lepromi-
na se sugiera el Anacultivo principalmente para personas sanas.

4.—El testigo podra excluir la pseudo-positividad que presentan
algunes enfermos lepromatosos, y reaccicnes falsas debidas tal vez a la
alergia proteinica.

5.—FEn los enfermes tipo tuberculoide pudicran presentar ademas
esta clase de alergia pruteinica. pero su Mitsuda Positivo la enmascara.
6.—LEs importante este estudio porque podria hacerse la compara-
cién entre el porciento de positivos tanto ¢n efermos lepromatosos como

en tuberculoides, buscando la relacién con el tipo clinico a que pertene-
cen.

B.—COMPARACION DE TECNICAS.

|.—Comparando la Lepromina Integral. Bacilar v Enzimatica, tan-
‘o en sus técnicas Como en sus resultados creo reune mejores cualida-
des la Lepremina Integral, seguida por el método de Muir con algunas
modificaciones que se estudian mas adelante.

2.—I1 fundamento para elegir esta Lepromina es que tanto ésta
como la Lepromina Bacilar que es la usada como modelo en distintos
paises, presentan los mismos errores de alergia proteica.
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3.—La técnica de preparacién de la L. Integral que Leva como fon-
do la idea de Mitsuda y que no o tante fué la primera téenica dada a
conocer en ¢l mundo de la Leprologia parecié ser la mis sencilla,

4.—Se encontré tambi¢n que ¢l por ciento de antigeno que rinde
la Lepromina Bacilar es de un 507, en tanto que la L. Integral da un
rendimiento casi de 1007

5.—La mayor opalescencia que da la L. Integral se vio atil para
controlar su concentracion, dato muy neCcesano para la preparacion de
un antigeno.

6.—La Lepromina Enzimatica es una técnica rapida en su prepara-

cidn y que da buenos resultados, se descartd debiao a su aspecta cris-
talino.

VENTAJAS DE LAS MODIFICACIONES SEGUIDAS,

Se escogié la L. Integral por parccer mas util v se hicieron aigunas
modificaciones.

1.—Guardando los nodulos en glicerina estéril neutra se impide el
desarrollo de la putrefaccion y al mismo tiempo no se destruyen el po-
der antigénico.

2.—Los nédulos son ablandados por maceracion a 50-56°C cn lu-
gar de hervirse.

3.—En la esterilizacién da el visto bueno el control de aerobios v
anaerobios.

C.—CONTROL DE CONCENTRACION BACTERIANA.

1.—Controlando la turbidez del antigeno por comparacion nefelo-
jométrica se logré estandarizar la opalescencia de varios lotes de Le-
promina.

2.~—La concentracién por el método de las pesadas no dio en los
distintos lotes, opalescencia uniforme, dando también lugar a contami-
naciones.

3.—El embudo de separacién usado en la reparticién del antigeno
fue de utilidad, pues facilmente se ehminan por sedimentacién las parti-
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culas mas toscas del polvo quedando solo un liquido opalescente. Este

concentrado se lleva a la turbide: descada por simple adiciéon de suero
fisiolégico,

4. —Considerando que ¢l acido fénico es toxico y también la ex-
tremada sensibilidad de la piel, se sugicre la glicerina o el alcohol a 6590

o ¢l propilén glicol como conservadores del antigeno,
D.—CONTROIL BACTERIOLOGICO.

1.—Es necesario el control de esterilidad, pues en esta forma se
excluye un posible factor de pseudo- positividad. Se considera que el au-
toclave no es ¢l medio ideal para esterilizar un antigeno.

2.—~La L. Integral y la L. Bacilar, presentan proteinas tisulares,
por lo tanto, ambas llevan los mismos crrores de alergia, por lo mismo
la L. Integral ticne una especificidad igual a la L. Bacilar.
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