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EDITORIAL

INMIGRACION Y DERMATOLOGIA

La inmigracién producida por causas econémicas constituye una realidad
desde finales de los afios 90. La persona que inicia un proceso migratorio ha de
afrontar diversos retos que representan un gran esfuerzo en todos los ambitos de
su vida; la inmigracion llega a su destino con un patrimonio de salud que puede
perder progresivamente en funcién de las situaciones que tenga que afrontar.

Los parametros fundamentales a tener en cuenta en una primera etapa del
proceso migratorio, se resumirian en tres situaciones relacionadas con el estado
de salud:

e Las particularidades de la zona de origen (habitos dietéticos, caracteristicas
fisiolégicas, cultura, diferencias climatoldgicas) las cuales hay que enten-
der mds como diferencias que como desigualdades.

e las consecuencias de las desigualdades sociales y econémicas entre paises
(prevalencia de algunas enfermedades, déficits en algunos aspectos de la sa-
lud, pautas incompletas de vacunacién, analfabetismo, etc.)

e Los trastornos vinculados al proceso migratorio (desnutricion, deshidrata-
cién, agotamiento fisico y emocional, estrés, depresion, etc.)

En una segunda etapa en el proceso de adaptacion a su nueva situacion, pue-
den aparecer alteraciones relacionadas con diferencias sociales y econémicas y
limitaciones en el acceso o el uso de los servicios de salud (desarrollo de enfer-
medades infecciosas latentes, descompensaciones nutricionales, visitas de control
del embarazo, trastornos psicoafectivos, etc.)

El inmigrante, una vez instalado en su nueva realidad, tiende poco a poco a
igualarse en muchos aspectos a la poblacién del pais (utilizacién de recursos de
salud, etc.)

Los inmigrantes que acuden a nuestro pais proceden fundamentalmente de
Latinoamérica, norte de Africa, Africa subsahariana, paises del Este y de China. En
las consultas de Atencién Primaria, habitualmente masificadas aumentan dia a
dia los pacientes con culturas diferentes, con maneras diferentes de entender la
salud y la enfermedad, con lenguas diferentes y con un color de la piel, en oca-
siones, diferente.

En dermatologia, es basico reconocer la lesién elemental para poder identifi-
car diferentes dermopatias. Si ademas anadimos la diferencia en la coloracion de
las lesiones el problema se acentda, ya que el color rojo del eritema sera, por
ejemplo, dificil de interpretar.

En un estudio realizado en Espafna en 1997 sobre la poblacién marginal, se
detect6 que el 48% de los hombres inmigrantes y el 65.7% de las mujeres, decla-
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raban un estado de salud regular, mala o muy mala, cifras superiores a las obteni-
das en la poblacién general, en el mismo territorio.

Debemos estar formados para el reconocimiento de las lesiones cutaneas so-
bre la piel de color y para identificar las diferentes enfermedades dermatolégicas
mds comunes en este colectivo.

La definicién entre piel pigmentada y piel de color es distinta incluso en dife-
rentes razas y grupos étnicos y sus especies.

El término fototipo (SPT: skin phototype system) de piel, desarrollado por
Fitzpatrick, es utilizado por los dermatélogos para catalogar a todo el mundo, se-
gun la reactividad y vulnerabilidad de la piel humana, a la radiacién solar y la ra-
diacién ultravioleta (UVR). Correlaciona el color de la piel con la habilidad de
responder a la luz UV con quemadura o bronceado.

Esta clasificacion se desarroll6 para catalogar a la piel negra; en un principio
la piel de color se clasifica como tipo V, pero obviamente dentro de la piel de
color existen diferentes matices en cuanto a gradacién de color. Por ello la piel de
color se divide en 3 grupos: IV, V y VI situando a la piel negra en este Gltimo.

No existen diferencias raciales en cuanto al nimero de melanocitos. Sin em-
bargo, su ndmero varia de un individuo a otro asi como en las diferentes zonas
del tegumento.

Las diferencias raciales y étnicas en el color de la piel, son debidas a varia-
ciones en nimero, talla y agregacion de los melanosomas entre los melanocitos y
los queratinocitos.

Acostumbrémonos pues a identificar las mdltiples lesiones elementales cuta-
neas sobre diferentes tipos de piel, sobre diferentes colores. Este es el futuro de la
dermatologia en particular y de parte de la medicina en general.

DRA. MONTSERRAT PEREZ

100



TRABAJOS CIENTIFICOS Y COLABORACIONES

ALTERACIONES OSEAS EN PACIENTES CON LEPRA

Luisa Suarez Alvarez' y José Ramén Gémez Echevarria?

RESUMEN

Con el fin de estudiar el tipo de lesiones éseas en pacientes con lepra de alta
terapéutica, y su evolucion, se ha estudiado a un grupo de 16 pacientes con ante-
cedentes de lepra, mediante las radiografias realizadas a lo largo de su evolucién.
Las lesiones que se observaron con mayor frecuencia en los pies fueron las reab-
sorciones 6seas en falanges (50% de los pacientes), osteoartritis infecciosa (43%),
y pérdida o amputaciones de dedos, incluso en algunos casos con pérdida com-
pleta del antepié (5 pacientes). En las manos la lesién mds frecuente en nuestra
muestra fue el adelgazamiento de falanges con pérdida parcial de uno o mas de-
dos. A lo largo de la evolucion radiografica se puede apreciar el empeoramiento
progresivo de las reabsorciones éseas, con mayor adelgazamiento de falanges y
metatarsianos a lo largo de los anos hasta llegar a producir amputaciones.

Palabras clave: Lepra. Reabsorcién dsea. Discapacidad.
SUMMARY

A study of 16 leprosy patients and their radiological files was carried out to
evaluate the bone lesions in leprosy. The most frequent lesions were bone resorp-
tion in phalanges (50%) of patients), infectious osteoarthritis (43%), and finger
lose or amputation, even complete lose of phalanges and metatarsals (5 patients).
The most frequent lesion in hands was the phalanx narrowing, with partial ampu-
tation of one or more. We can appreciate the progressive worsening of the lesions
following the radiographic evolution: year-by-year the bone resorption became
increasingly severe, and finally amputation appears.

Keywords: Leprosy. Bone resorption. Disability.

' Mdster en Medicina Tropical de Universidad Auténoma de Barcelona.
* Director Médico Lepra. Sanatorio San Francisco de Borja, Fontilles, Alicante.
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INTRODUCCION
AGENTE CAUSAL

La lepra es causada por una bacteria [lamada Mycobacterium leprae, del or-
den Actinomicetales, familia Mycobacteriaceae. El bacilo de la lepra fue descu-
bierto por Armauer Hansen en 1874. Es un bacilo Gram positivo y acido-alcohol
resistente, de 0,3-0,5 micras de didmetro y 4-7 micras de largo. Se divide lenta-
mente por fisién binaria, cada 12-14 dias.

Es un bacilo intracelular obligado con tropismo por células de la piel y el sis-
tema nervioso periférico*2.

Este microorganismo es dificil de cultivar. Se ha conseguido multiplicacion li-
mitada en almohadilla plantar de ratones y armadillos de nueve bandas, pero ain
no se ha conseguido su replicacion en medios artificiales® *.

El estudio del genoma de M. Leprae ha mostrado que mas de la mitad de su
genoma esta compuesto por genes no funcionales, lo cual podria explicar su largo
tiempo de replicacion y su incapacidad para crecer en cultivos al depender de
productos metabélicos del huésped ©.

La pared celular contiene importantes moléculas que determinan su patoge-
nicidad y la respuesta inmune por parte del organismo. Gran parte de la pared ce-
lular de las micobacterias estd formada por acidos micdlicos y otros lipidos, que
determinan su acido-alcohol resistencia. En concreto, M. Leprae posee un glicoli-
pido fendlico especifico de especie (PGL-1) que estimula la respuesta antigénica ©.

EPIDEMIOLOGIA Y TRANSMISION

La mayor parte de los casos de lepra se localizan en el Sudeste Asiatico (In-
dia, Bangla-Desh y Nepal), Africa y Brasil. En 1982, la ONU recomend? la poli-
quimioterapia para su tratamiento y se propuso como meta la eliminacién de la
lepra (reduccién de la prevalencia a < 1 caso/10.000 personas) ?.

La fuente de contagio y reservorio de la enfermedad consiste fundamental-
mente en pacientes con lepra multibacilar (elevada carga bacilar) y ocasional-
mente pacientes con lepra paucibacilar. Se considera que el contagio de la lepra
se produce a partir de las vias respiratorias, ya que se ha encontrado una elevada
carga bacilar en las secreciones nasales de pacientes con lepra multibacilar; y po-
siblemente también pueda contagiarse a partir de Glceras o nédulos de pacientes
con infeccion activa. El bacilo puede sobrevivir en tierra hasta 33 dias, en condi-
ciones optimas de temperatura y humedad. También se han descrito reservorios
no humanos como armadillos salvajes y primates mangabey ©.

PATOGENIA

Las bacterias que invaden el organismo se diseminan a los ganglios linfaticos,
donde el organismo intenta controlar la infeccién. En la mayoria de los casos lo
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consigue; de hecho, se estima que el 90 % de las personas tiene defensas natura-
les contra el bacilo. En otros casos se produce la diseminacién del bacilo a la san-
gre con posterior diseminacion a piel, nervios y visceras.

CLASIFICACION

La lepra se ha clasificado en funcién de la carga bacilar y la clinica predomi-
nante.

Clasificacion de Ridley y Jopling ©

— Lepra indeterminada: Es la fase de comienzo. Si no recibe tratamiento
puede evolucionar hacia el polo tuberculoide o hacia el lepromatoso, se-
gun el grado de inmunidad del paciente.

— Lepra tuberculoide: Se produce en pacientes con buena respuesta inmune,
que da lugar a la formacion de granulomas en la histologia. El nimero de
bacilos es escaso y la bacteriologia produce resultados negativos. La res-
puesta inmune se acompana de inflamacion a nivel neural que da lugar a
lesiones neuroldgicas localizadas e intensas.

— Lepra lepromatosa: se da en pacientes en los que la respuesta inmune es
inadecuada, ya que la respuesta es de tipo humoral con produccién de an-
ticuerpos y no de tipo celular. Los anticuerpos no controlan la infeccion y
el bacilo se disemina por el organismo. La baciloscopia por lo tanto es ge-
neralmente positiva. También es el tipo de lepra mas contagioso.

— Lepra dimorfa: Surge en individuos portadores de lepra indeterminada
cuya inmunidad es superior a los enfermos de lepra lepromatosa e inferior
a los de lepra tuberculoide. Segtin hacia qué polo se oriente mas se clasi-
fica en lepra dimorfa dimorfa, lepra dimorfa tuberculoide y lepra dimorfa
lepromatosa.

Clasificacion de la OMS: Por motivos practicos, la OMS ha realizado una
clasificacion mas simple, basada en caracteristicas clinicas y bacterioldgicas:

— Lepra paucibacilar: pacientes con hasta 5 lesiones cutaneas, como ma-
ximo un tronco nervioso afectado y baciloscopia negativa.

— Lepra multibacilar: Pacientes con mas de 5 lesiones cutdneas, mas de un
tronco nervioso afectado y baciloscopia positiva.

MANIFESTACIONES CUTANEAS

El tipo y aspecto de las lesiones cutaneas depende generalmente de si se trata
de lepra multibacilar o paucibacilar.
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Las lesiones mas comunes en la lepra paucibacilar son maculas bien defini-
das en escaso niimero, con hipoestesia y asimétricas. Ademas, las lesiones son
anhidréticas, y la inyeccion de pilocarpina o de histamina produce una respuesta
anormal.

En cambio los pacientes con lepra lepromatosa suelen tener varias lesiones, a
veces confluentes, y no siempre con pérdida de sensibilidad. Hay varios tipos de
lesiones: pueden aparecer maculas multiples, simétricas, y mal definidas. Tam-
bién pueden verse infiltraciones y lepromas. Se suelen acompanar de pérdida de
vello y de sudoracion. En todos los casos la bacteriologia es positiva ™.

MANIFESTACIONES NEUROLOGICAS

La lepra puede afectar tanto a los nervios periféricos como a los pequenos
nervios de la dermis. Los nervios periféricos mas afectados son el cubital, me-
diano, radial, cidtico-popliteo externo, tibial posterior vy facial. Los nervios afecta-
dos muestran engrosamiento y con frecuencia son dolorosos a la palpacion.

La afectacion neuroldgica produce, en este orden, alteraciones sensitivas, moto-
ras, y posteriormente tréficas. En la dermis se produce hipoestesia y anhidrosis .

ALTERACIONES OSEAS EN LEPRA

Las lesiones 6seas son uno de los principales factores prondsticos de la enfer-
medad, ya que pueden dar lugar a discapacidades en pacientes con lepra ya cu-
rada. La frecuencia de estas lesiones varia seglin autores, debido a la variabilidad
de las poblaciones estudiadas.

Las lesiones osteoarticulares de la lepra se pueden clasificar de la siguiente
manera:

Lesiones especificas (osteitis leprosa): Se deben a la colonizacién directa del
bacilo en el hueso .

— Granuloma lepromatoso tipico. Se trata de una lesién producida por el ba-
cilo que al crecer va destruyendo el hueso. Es poco frecuente en la actuali-
dad. En las radiografias pueden verse como pseudoquistes y osteoclasias.
Los pseudoquistes son cavidades liticas Gnicas y suelen verse en el ex-
tremo distal de las falanges* . A veces aparecen también osteitis quisti-
cas multiples. Son geodas redondeadas que aparecen sobre hueso osteo-
pordtico. Se ven en epifisis de huesos largos ".

— Periostitis de huesos largos
— Ensanchamiento de los agujeros nutricios de las falanges.

— En casos de leprorreacciones puede aparecer artritis reactiva con derrame
capsular y sinovitis de forma secundaria.
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Lesiones inespecificas: son aquellas que se dan en manos y pies con neuro-
patias, por lo que también se ven en la neuropatia diabética y la tabes dorsal.
Pueden deberse a la propia neuropatia, a infecciones secundarias o a ambas.

1. Osteopatias neurotréficas: asociadas a la anestesia y a alteraciones de la
vascularizacion (15).

— Reabsorciones esqueléticas (acroosteolisis): son caracteristicas, aunque
no exclusivas, de la lepra. Se trata de reabsorciones a nivel sobre todo
de falanges de manos y pies y de metatarsianos que producen un estre-
chamiento concéntrico de los mismos. Esto puede dar lugar a fracturas
espontaneas y a amputaciones .

— Osteoartritis: Las artritis de la lepra suelen producirse en pequenas ar-
ticulaciones y siguen un curso crénico"®. Aparecen principalmente en
articulaciones metatarsofaldngicas. En ocasiones se produce destruc-
cién del hueso subarticular y de la capsula articular con subluxaciones
y luxaciones de las superficies articulares. En una fase mas avanzada
puede verse tanto separacion entre los extremos 6seos como anquilosis
con obliteracién completa del espacio articular®. Son alteraciones de-
bidas a anestesia y lesiones secundarias en el pie insensible que el pa-
ciente continda utilizando .

— Osteoporosis: las alteraciones en la inervacién y la falta de uso dan lugar
a disminucién el nimero de trabéculas “*"’). Puede provocar fracturas
espontaneas debidas a osteoporosis localizada y adelgazamiento metafi-
sario de las falanges, que finalmente da lugar a separaciones dseas.

— Lesiones combinadas: pueden verse luxaciones articulares junto con os-
teoartritis que acaban dando lugar a anquilosis de la articulacién.

2. Osteopatias infecciosas: Secundariamente a las lesiones neurolégicas pue-
den aparecer lesiones tréficas y de partes blandas. La anestesia debida a la
denervacion da lugar a traumatismos que son inadvertidos por el paciente
debido a su falta de sensibilidad. De esta manera pueden aparecer lesio-
nes cutaneas abiertas que si no se tratan de manera adecuada dan lugar
procesos infecciosos de partes blandas que llegan hasta el hueso ™. En
las radiografias puede apreciarse inflamacion de partes blandas con
edema en caso de Ulceras e infecciones. En caso de afectacion tendinosa
o retraccion de partes blandas, aparecen los dedos contraidos en las ra-
diografias, por incapacidad para extender la mano "*.

— Osteomielitis agudas y crénicas. La osteomielitis del pie son mas fre-

cuente en pacientes con lepra. Dan lugar a reaccion subperidstica con
osteitis y neoformacion dsea '+ 1%,
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— Periostitis: aparece en las radiografias como una imagen en catéfila de
cebolla.

— Pioartritis: suele ser secundaria a procesos infecciosos de partes blan-
das. Produce una imagen con pinzamiento articular, osteoporosis yux-
taarticular y tumefaccioén. La pioartritis crénica produce deformidad ar-
ticular en copa de champan.

3. Osteopatias no infecciosas:

— Articulacién de Charcot: consiste en la fragmentacion y colapso de uno
0 mas huesos del tarso. La causa principal son los microtraumatismos
repetidos. Como factores predisponentes acttan infecciones, osteoporo-
sis, y sobre todo la pérdida de sensibilidad profunda ™. Las alteracio-
nes neurotréficas alteran la articulacién tibio-peroneo-astragalina que
da lugar a desestructuracion del arco plantar y los huesos del pie. Pro-
duce importantes alteraciones funcionales del pie y es dificil de tratar,
por lo que las medidas terapéuticas deben ir encaminadas a su preven-
cioén @, El tratamiento médico con inmovilizacion del pie y tratamiento
ortopédico puede detener el proceso .

METODOS DIAGNOSTICOS

El diagndstico de la lepra es clinico y bacterioldgico, y se basa en la existen-
cia de al menos un criterio de los tres siguientes ®?:

— Maculas hipopigmentadas o eritematosas, con disminucion objetiva de la
sensibilidad

— Engrosamiento de nervios periféricos

— Bacilos acido-alcohol resistentes en frotis o biopsias de piel

Este Ultimo criterio es el mas especifico pero tiene baja sensibilidad. Sin em-
bargo, resulta datil para identificar a los pacientes con mayor carga bacilar .
El primer criterio es el mds inespecifico, Ademas, en un 30% de los pacientes las
lesiones cutaneas no se acompanan de hipoestesia; éstos suelen ser pacientes con
lepra multibacilar. Por ello se recomienda buscar también los otros criterios para
realizar el diagnéstico de lepra®®.

TRATAMIENTO GENERAL

Todos los pacientes con lepra deben recibir poliquimioterapia durante varios
meses, a ser posible con supervision. Los farmacos de primera linea son rifampi-
cina, clofazimina y dapsona. También son activos contra M. leprae los farmacos
minociclina, ofloxacino y claritromicina. Sin embargo, son de mayor coste que
los anteriores, y suelen usarse como farmacos de segunda linea.
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La lepra debe tratarse con tres farmacos, habitualmente los de primera linea.
La pauta de tratamiento para lepra paucibacilar es de 600 mg de rifampicina
mensual y 100 mg de dapsona al dia. En caso de lepra multibacilar se afiade a
este tratamiento 300 mg de clofazimina mensual, y 50 mg a diario. La OMS reco-
mienda tratamiento durante 12 meses en caso de lepra multibacilar, y 6 meses en
pacientes con lepra paucibacilar®?.

En las zonas con alta prevalencia la OMS recomienda la vacunacién sistema-
tica con BCG de la poblacién no afectada °.

TRATAMIENTO Y PREVENCION DE LAS LESIONES OSTEOARTICULARES

El agente de salud debe determinar cudles son los pacientes de riesgo que re-
quieren un seguimiento mas estrecho. Se trata principalmente de los pacientes
con lepra multibacilar, con presencia o antecedentes de reacciones o pacien-
tes con dolor importante a la palpacién de un tronco nervioso. En estos casos hay
que evaluar al enfermo periédicamente y determinar el riesgo individual de disca-
pacidad. Debe realizarse una exploracién sistematica de los troncos nerviosos y
buscar las deformidades tipicas y pérdidas de sensibilidad. Ademas, el agente de
salud deberd adiestrar y educar a los enfermos para que protejan adecuadamente
las extremidades con pérdidas de sensibilidad.

El paciente debe comprender la importancia del cuidado de manos y pies
que han perdido la sensibilidad para prevenir discapacidades, secundarias al
dafo nervioso. Por ello es importante la educacion del paciente para que realice
una serie de medidas generales encaminadas a prevenir y/o tratar precozmente
las lesiones: examinar a diario las extremidades en busca de lesiones o signos in-
flamatorios, evitar las marchas prolongadas, proteger las extremidades insensibles
(uso de calzado apropiado para los pies, y de guantes y herramientas adecuadas
para las manos), ejercicios y masajes especiales y conocer cémo curarse las tlce-
ras o grietas de manos y pies y ante qué tipo de lesiones debera acudir de forma
precoz al especialista.

El pie insensible esta expuesto a dos mecanismos traumaticos: interno (du-
rante la marcha) y externo (por contacto con objetos punzantes y calientes). En la
osteopatia neurotrdfica el uso de suelas rigidas para evitar los traumatismos exter-
nos y una plantilla almohadillada para evitar lesiones internas son importantes
para prevenir la aparicién de lesiones. En caso de pies ya lesionados o con defor-
midades serd necesario un calzado ortopédico a la medida del paciente. El cui-
dado adecuado del pie para evitar lesiones y el tratamiento precoz de pequefios
traumatismos puede evitar la progresion de la reabsorcion dsea.

Las contracturas de la mano se pueden evitar con fisioterapia y férulas, y a
veces con cirugia en centros especializados #*.

Es importante tratar de forma precoz las lesiones potencialmente peligrosas
como Ulceras, grietas, etc., mediante la limpieza y desinfeccion de las mismas tras
lo cual debe vendarse de forma adecuada y advertir al paciente de la importancia
de mantener una higiene correcta 230,
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ANTECEDENTES DEL TEMA

Existen diversos trabajos en la bibliografia que estudian los hallazgos radio-
graficos en pacientes con lepra y su correlacién con la clinica, en ocasiones con
diferentes resultados probablemente debido a la procedencia geogréfica diversa y
las diferentes poblaciones estudiadas.

En todos los estudios analizados hay una mayor proporcién de varones. Las
edades estudiadas son variables > 3144 Aunque la mayoria de los estudios in-
cluye pacientes de edad avanzada, Paterson ™ estudié 894 pacientes de edades
entre 20 y 40 afos procedentes del leprosario de Hong-Kong. Se trata también del
estudio con la mayor muestra de pacientes, de los estudios hallados en la litera-
tura. En este estudio se obtuvo alrededor de un 14 % de lesiones especificas. La
proporcion de lesiones inespecificas fue mayor: 66% en la lepra tuberculoide, 43 %
en la lepromatosa y 32 % en la dimorfa. En cambio la proporcién de osteoporosis
fue mayor en la lepromatosa (11 %) frente a los otros tipos de lepra (8 %). En el
resto de los estudios las lesiones inespecificas son también las mas frecuentes, so-
bre todo acroosteolisis: entre 19,2 % hasta un 84 % ©"*%. La reabsorcion concén-
trica de falanges también aparece en una proporcién variable, entre un 32,7 % ©*
y un 68 % ©". La osteomielitis se vio entre un 7,6 %"“? y un 14 %"".

Los cambios inespecificos aumentan con la edad y la duracion de la enfer-
medad, y con el tratamiento disminuye el nimero de cambios especificos "*. Esto
puede explicar en parte la variabilidad entre los estudios 3" 3%,

OBJETIVOS

— Analizar las alteraciones osteoarticulares en pacientes con lepra de alta te-
rapéutica.
— Conocer la evolucién de estas lesiones y sus secuelas.

— Enumerar las lesiones mas frecuentes en nuestro medio.
MATERIAL Y METODOS

— Disefo del estudio: estudio descriptivo y retrospectivo

— Poblacion de estudio: pacientes con antecedentes de lepra ya tratada y
con patologia osteoarticular secundaria a la misma

— Muestra de pacientes: pacientes ingresados o en seguimiento ambulatorio
por el Sanatorio San Francisco de Borja (Fontilles), con lepra tratada y le-
siones osteoarticulares. Se han seleccionado los 16 pacientes con lesiones
de mayor gravedad.

— Fuentes de informacién a utilizar: historias clinicas de los pacientes, series
de radiografias simples y fotografias de las extremidades de dichos pacien-
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tes. Se han estudiado todas las radiografias de manos, piernas y pies reali-
zadas a los pacientes seleccionados y que se encuentran en el Sanatorio
San Francisco de Borja. Para describir las lesiones mas frecuentes se han
tenido en cuenta las Gltimas radiografias de cada paciente.

— Se ha utilizado el programa SPSS para la realizacién de pruebas estadisticas.

EVOLUCION DE LAS LESIONES: CASOS CLINICOS

Caso clinico N.° 1

Se trata de una mujer con lepra paucibacilar que ingresé en el Sanatorio, con
lepra ya inactiva, a los 45 afios de edad. La enfermedad habia comenzado 5 anos
antes. Actualmente tiene 80 afos. Tiene antecedentes ademds de diabetes melli-

tus tipo 2.

Radiografia del pie derecho
nueve afnos después

Se aprecia una reabsorcién de los
metatarsianos con pérdida casi com-
pleta de los mismos y amputacién
parcial del pie.

La anquilosis y deformidad de la
articulacion tibio-peroneo-astragalina,
con pérdida de la estructura normal
del tarso, estd conllevando la apari-
cién de una articulacion de Charcot.

Radiografia del pie derecho realizada
con 69 anos de edad. La paciente ya
mostraba inactividad clinica y bacterio-
logica.

Se observa reabsorcion de todas las
falanges y afilamiento de los metatarsia-
nos. Hay un aumento de densidad en la
zona distal de primer metatarsiano, en
probable relacién con infeccion.

Se aprecia una anquilosis de la ar-
ticulacion tibio-peroneo-astragalina.
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Caso clinico N.° 2

Paciente que fue diagnosticado de lepra multibacilar y cuya clinica apareci6
a los 17 anos de edad. No se conoce la fecha de inactividad pues ingresé ya inac-
tivo, a los 54 afios de edad.

Radiografia del pie derecho
a los 54 afos de edad

En la radiografia del pie derecho se aprecia es-
trechamiento de las falanges proximales por reab-
sorcion 6sea y angulacion de las articulaciones me-
tatarso-falangicas de 2.° a 5.° dedos, junto con la
reabsocion de la falange proximal y distal del pri-
mer dedo y aparicion de dedos en garra por afecta-
cién del muasculo tibial posterior.

Radiografia del pie derecho
a los 56 afos de edad

Tras dos afios la reabsorcion ésea de falanges
se ha acentuado, con estrechamiento de las falan-
ges proximales que en el primer dedo ha provo-
cado una fractura espontdnea. Ademas aparece una
desestructuracion de las falanges distales con pre-
sencia de dedos en garra y anquilosis de las articu-
laciones interfaldngicas.

Caso clinico N.° 3

Mujer con lepra multibacilar que aparecié a la edad de 10 afos. Durante su
evolucion sufrié una recaida. No se demostré la inactividad clinica y bacteriolé-
gica hasta que contaba con 29 afos. Se le ha diagnosticado ademas Diabetes Me-

[litus.
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Radiografia del pie derecho
realizada a los 41 anos de edad

Presenta desviacién externa y
reabsorcién 6sea de las falanges, con
adelgazamiento epifisario y acorta-
miento de falanges distales y apari-
cién de dedos en garra. Se observa
ademas osteopenia de la cabeza de
los metatarsianos.

45 anos

-

Radiografia realizada
a los 55 anos de edad

En el pie derecho destaca la pérdida completa
de falanges y de gran parte de metatarsianos, con
amputacion del antepié. El tarso esta desorganizado,
con osteopenia y con disminucion marcada de los
espacios articulares.

En el pie izquierdo se aprecia reabsorcién 6sea
con disminucion de tamano de las falanges distales y
afilamiento de las proximales y de los metatarsianos.
Se aprecia la existencia de dedos en garra El tarso ha

Radiografia del pie izquierdo realizada con

Muestra reabsorcién 6sea de falanges
con adelgazamiento epifisario y acorta-
miento de falanges distales. Se aprecia una
disminucion de tamafo del 5° dedo por pér-
dida 6sea de las falanges con desaparicion
casi completa de las mismas.

perdido su forma, con hundimiento de sus estructuras éseas, y osteopenia.

Pie de la paciente en la actualidad

externo.

Se puede apreciar una Ulcera neuropatica sobre maléolo
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Caso clinico N.° 4

Paciente varén con lepra multibacilar desde los 30 afos, con inactividad cli-
nica y bacteriolégica a los 49 anos de edad.

Mano izquierda del paciente La misma mano a los 49 anos
a los 45 anos

La primera imagen muestra reabsorcion ésea con pérdida completa del 5.°
dedo y afilamiento del mismo metatarsiano; ademas hay una pérdida parcial del
4.° dedo. Las articulaciones interfalangicas proximales de 2.° y 3.° dedos estan
distorsionadas, probablemente debido a una osteoartritis. Se observa osteopenia
generalizada.

En la siguiente radiografia se aprecia reabsorcion ésea con pérdida completa
del 5.° dedo y afilamiento del mismo metatarsiano y pérdida parcial de las falan-
ges media y distal del 4.° dedo, al igual que en la radiografia anterior. Ademas
aparece una anquilosis de las articulaciones interfaldngicas proximales y distales
de 3.°y 4.° dedos que ya se intuia en la imagen anterior, y angulacién de la fa-

lange distal del primer dedo.
m |

Radiografia simple del pie derecho Pie izquierdo a la misma edad
a los 47 anos
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En el pie derecho aparece tnicamente reabsorcion 6sea moderada en las fa-
langes distales de 4° y 5° dedo, con adelgazamiento epifisario, y anquilosis de la
articulacion interfaldngica distal de 4.°y 5.° dedos.

En el pie izquierdo observamos estrechamiento del espacio articular de las
articulaciones interfalangicas distales y reabsorcion ésea leve de falanges distales.

Radiografia del pie izquierdo
4 anos después de la anterior,
a los 53 afos de edad

Destaca la reabsorcion 6sea de las
falanges con pérdida del 1.°y 3.° dedo
y estrechamiento del resto de falanges,
angulacion del primer metatarsiano y
anquilosis de la primera articulacién
metatarso-falangica.

Radiografia del pie izquierdo
un afo después

Ha aumentado la reabsorcion
6sea de falanges, con pérdida de la fa-
lange distal del primer dedo (proba-
blemente tras precisar una interven-
cién quirlrgica tras sobreinfeccion,
que es una complicacién frecuente) Se
aprecia un adelgazamiento de las epi-
fisis de las falanges proximales. Hay
una subluxacién de las falanges del
4.° dedo debido a la reabsorcion ésea.

Radiografia de ambos pies realizada
a los 55 anos de edad

En el pie derecho (arriba) se observa
reabsorcion 6sea con adelgazamiento im-
portante de todas las falanges, pérdida de las
falanges distales y parte de las proximales en
los dedos 3.°, 4.°y 5.°, y pérdida completa
del 2.° dedo.
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En el pie izquierdo (abajo) se puede observar la reabsorcion ésea importante
a nivel de falanges, con pérdida de falanges distales y parte de proximales de los
dedos con pérdida completa del 5.° dedo y angulacion del 4.° dedo.

Radiografia de ambos pies,
a los 58 anos de edad
y tres afos después de la anterior

Ademas de las lesiones anteriores
se puede apreciar en el pie derecho au-
mento del estrechamiento de los meta-
tarsianos. En el pie izquierdo destaca
aumento de densidad en la cara inferior
del tarso y bajo el primer metatarsiano,
compatible con mal perforante plantar.

Aspecto de las manos y pies en la actualidad

El paciente tiene 61 afios y lleva mas de 10 afios inactivo.
RESULTADOS
DESCRIPCION DE LA MUESTRA

La muestra se compone de 16 pacientes que fueron ingresados en el sanatorio de
Fontilles entre 1946 y 2001, y que actualmente continGian ingresados o se controlan am-
bulatoriamente en el Sanatorio. Todos los pacientes excepto uno son de origen espafiol.

La edad de comienzo de los sintomas oscilaba entre los 10 y los 42 afos,
pero la mayoria de los pacientes ingresé en el sanatorio varios afos después. La
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edad media al ingreso era de 41,2 afos (minimo 17 y maximo 72 afos). La me-
diana de la duracién de la enfermedad hasta su inactividad clinica y bacteriol6-
gica era de 8 afos, y la media de 41,2 afnos (2- 33 afos).

El 25 % (4 de los pacientes) padece diabetes mellitus. La diabetes no se aso-
ci6 a infeccién en estadios precoces de la enfermedad (p=0,76), aunque si en fa-
ses tardias (p=0,024).

En cuanto a la distribucién por sexos, 10 de los pacientes de nuestra muestra
son mujeres (62,5%) y 6 varones (37,5 %).

El tipo de lepra mas frecuente en la muestra fue la lepra lepromatosa (LL),
que se habia diagnosticado en 12 pacientes (75 %), seguido de la lepra tubercu-
loide (LT) en 3 pacientes (18,8 %) y por Gltimo lepra borderline tuberculoide
(LBT) en 1 paciente (6,3 %). No se diagnosticaron los otros tipos de lepra en nues-
tra muestra.

LBT LL LT

LESIONES OBSERVADAS EN PIES

Las lesiones que se observaron con mayor frecuencia en las Gltimas radiogra-
fias son las siguientes:

— Reabsorcion de las falanges de los pies en el 50 % de los casos.

— Signos de infeccion osteoarticular crénica o pasada: 7 casos (43 %). Las lo-
calizaciones fueron las siguientes: la artritis de alguna articulacién meta-
tarso-falangica (artic MF), mal perforante plantar en el tarso y periostitis en
tibia o en peroné. Las frecuencias de cada localizacién no presentan dife-
rencias significativas.

25.0%

9, 0%

15, %47

10, D% 7

3,00%
Binfwceion imicia] e MF  metatarso Bares i R peaal
Winfeccion tardia hueso largo
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— Cinco pacientes presentaban amputacion del antepié al menos en uno de
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— En las primeras radiografias realizadas a los pacientes no se habian obser-

vado casos de mal perforante plantar, aunque si se observaron en estas ra-
diografias iniciales signos de infeccién en metatarsianos. En cambio en las
radiografias realizadas varios anos mds tarde fueron mas frecuentes la artri-
tis de artic MF, signos de periostitis y mal perforante plantar.

En el pie derecho la lesion observada con mayor frecuencia es el adelgaza-
miento de las falanges de los dedos 2.° a 5.° de forma simultanea (en 4 pa-
cientes), y en el pie izquierdo el adelgazamiento de las falanges proxima-
les (3 pacientes). Ademas, en cuatro casos hay afilamiento o incluso
acortamiento de las falanges distales. En 5 pacientes hay pérdida parcial
de falanges con acortamiento de algln dedo, y en 3 casos pérdida aislada
de un dedo del pie.

Lesiones iniciales en falanpes

Lestones tardias en falanges

=1
2
e e e e

los dos pies (uno de los pacientes en los dos pies). El pie derecho se ve
afectado con mayor frecuencia que el izquierdo (4/1). En dos de los casos
las amputaciones se hallaban presentes desde las primeras radiografias,
mientras que en el resto han ido apareciendo a lo largo del curso evolutivo.

En los metatarsianos la lesion mas frecuente es el estrechamiento o afila-
miento de alglin metatarsiano (esta lesién se ve en el 50 % de nuestros pa-
cientes) y en alglin caso (en 3 pacientes) de todos los metatarsianos.



Bderecho
B izquinrde

afilarmeento amgeitacian
antepin

— En el tarso hay afectacion importante en 3 pacientes, con anquilosis de las
articulaciones, pérdida de la estructura normal y colapso articular. Hay un
12,5 % de pacientes con anquilosis de las articulaciones del tarso y un
6,3 % con articulacion de Charcot.

LESIONES OBSERVADAS EN MANOS
— Cuatro pacientes tienen afectacién en manos.

— La lesion mds frecuente fue la pérdida parcial del 2.° al 5.° dedo, general-
mente con pérdida de la falange distal o de las falanges distal y media. Los
dedos afectados con mayor frecuencia fueron el 2.°y el 3.° en la mano de-
recha y el 2.° en la mano izquierda.

— Otras lesiones observadas fueron el pinzamiento y/o la anquilosis de las ar-
ticulaciones interfaldangicas, sobre todo en los dedos 5.°y 4.°, y las angula-
ciones-subluxaciones de los dedos, sobre todo del 5.°.

CONCLUSIONES

La afectacion 6sea es una complicacion frecuente en los pacientes con lepra.
La lesion mas frecuente son las reabsorciones seas, especialmente en falanges de
pies y manos, y en metatarsianos. Este tipo de lesién no es especifica de la lepra'y
se asocia a anestesia de manos y pies. Las reabsorciones 6seas tienden a em-
peorar a lo largo de los afios, con aumento progresivo que finalmente dara lugar
al acortamiento o pérdida de dedos de pies y manos. También se pueden en-
contrar osteoartritis, lesiones de mal perforante plantar, y articulacién de Charcot,
de forma secundaria a la anestesia de las extremidades que favorece la existencia de
microtraumatismos e infecciones. Estas lesiones aparecen muchas veces tras ha-
berse producido la curacion de la infeccién por lepra, debido a la existencia de
lesién neuroldgica permanente.

Las lesiones 6seas pueden dar lugar a incapacidades importantes debido a la
pérdida de dedos de manos y pies e incluso a la amputacion completa del ante-
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pié.

Son estas lesiones las que van a determinar la calidad de vida del paciente y

su funcionalidad.

Estas lesiones se pueden prevenir con el adecuado manejo ortopédico y el

tratamiento precoz de infecciones y Ulceras secundarias. Es importante continuar

con

el seguimiento clinico del paciente aunque éste ya haya completado la poli-

quimioterapia antimicrobiana, sobre todo si sufre neuropatia. Independiente-
mente del alta terapéutica sin una buena educacién sanitaria y un tratamiento or-
topédico correcto las lesiones pueden ser progresivas y muy incapacitantes.
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ANERGIA EN LEPRA
;DONDE ESTA EL DEFECTO?

* Oscar Rojas Espinosa

RESUMEN

Hay quienes piensan, erréneamente, que actualmente el estudio de la lepra es
una actividad irrelevante porque la enfermedad es un mal del pasado. Efectiva-
mente la lepra es una enfermedad antigua, la primera referencia sobre la misma se
hizo en el aflo 1500 AC en la India, pero como la tuberculosis, que también es una
enfermedad antigua, sigue siendo un problema importante de salud publica
(1.15 millones de casos registrados en 1998, en mas de 80 paises) y la causa de de-
formidad incapacitante de una parte significativa de la poblacién enferma, si bien la
enfermedad es mas frecuente en algunas regiones que en otras, siendo el Sudeste
Asiatico, Africa y las Américas las regiones més afectadas, con prevalencias (casos
por 10,000 habitantes) de 0.81, 0.56 y 0.39, respectivamente. En México la inciden-
cia de la enfermedad se ha reducido de 16,694 casos en 1990 a 820 casos a princi-
pios del 2006, aunque el nimero de casos nuevos detectados en 2005 fue de 289.
La situacion global de la lepra, segiin la OMS, es actualmente de 219,826 casos re-
gistrados (WHO: World Health Organization, 2006)." Es claro que la poliquimiote-
rapia recomendada por la OMS esta influyendo positivamente en la erradicacion de
la enfermedad, y aunque no se logré el objetivo de alcanzar la tasa de morbilidad
de =1 por 10,000 habitantes para el afio 2005 en todos los paises con lepra en-
démica, el programa sigue vigente y se espera lograr este objetivo para el afo 2010.

En cuanto a la enfermedad en si, este es un padecimiento sumamente intere-
sante por varias razones pero particularmente por su expresién espectral que in-
cluye las formas polares tuberculoide y lepromatosa y un continuum de formas
intermedias, y por el desarrollo de anergia hacia Mycobacterium leprae en la
forma lepromatosa de la enfermedad. Sin pretender hacer una revisién exhaus-
tiva, en este articulo se revisan varias anomalias inmunoldégicas que podrian ex-
plicar la anergia en la lepra lepromatosa.
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SUMMARY

There is who erroneously think that at this time the study of leprosy is an irre-
levant activity because leprosy is a disease of the past. Certainly, leprosy is an an-
tique disease (the first reference on it comes from India around the year 1500 BC)
but like tuberculosis, also an antique disease, it continues to be a persistent public
health problem (around 1.15 million cases registered in 1998 in over 80 coun-
tries) and the cause of disability in a significant part of the sick population. As it
was in the past, nowadays leprosy is more frequent in some regions than in others,
being South-East Asia, Africa, and the Americas the more affected regions, with a
prevalence (cases per 10,000 inhabitants) of 0.81, 0.56, and 0.39, respectively. In
Mexico the incidence of leprosy has dropped from 16,694 cases in 1990 to 820
cases at the beginning of 2006, with 289 new cases in 2005. At present, the glo-
bal situation of leprosy is close to 219, 826 cases (WHO, 2006)". Clearly, the
WHO-recommended multidrug therapy is positively contributing to eradication of
the disease, and although the goal of lowering the incidence of leprosy to = 1 case
per 10,000 inhabitants in the period 2000-2005 was not reached in all of the en-
demic countries, the WHO efforts continue expecting to reach this objective now
by the year 2010.

With regard to the disease itself, it is an extremely interesting illness for seve-
ral reasons but particularly for its spectrum expression including two polar forms
and a continuum of intermediate forms, and for the development of anergy to My-
cobacterium leprae in the lepromatous form of the disease. In this article a revi-
sion is made of several reports on immunological anomalies in leprosy that might
explain anergy.

Keywords: Leprosy, Immunology, Anergy.
RESUME

Certains pensent que |’étude de la lepre de nos jours est une activité vaine,
car il s’agirait d’'un mal du passé. Effectivement, la lepre est une maladie ancienne
(sa premiere description remonte a 1500 avant JC, en Inde), mais comme la tuber-
culose (elle aussi maladie antique, mais toujours sujet d’actualité), elle continue
d’étre un probleme de santé publique : 1,15 millions de cas ont été recensés en
1998 dans plus de 80 pays. Parmi la population malade, une grande partie est
touchée par des déformations, entrainant une incapacité a travailler, et de ma-
niére plus générale a se « débrouiller » seul. Comme dans le passé, la lepre est
aujourd’hui plus fréquente dans certaines régions. L’Asie du Sud-Est, I’Afrique et
les Amériques sont les régions les plus affectées, avec des taux de, respective-
ment, 0,81, 0,56 et 0,39 cas pour 10 000 habitants. Au Mexique, le nombre de
malade est passé de 16 694 en 1990 a 820 au début de I'année 2006, baisse im-
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portante, malgré I"apparition de 289 nouveaux cas en 2005. L’OMS enrigistre ac-
tuellement pour sa part le nombre de 219 826 malades a I’échelle mondiale
(WHO, 2006)". Méme si la polychimiothérapie est un traitement efficace pour ré-
duire la maladie, I'objectif d’éradication de I'OMS pour I'année 2005 (avec un
taux fixé a = 1 cas pour 10 000 habitants) n’a pas réussi dans tous les pays endé-
miques. L’OMS continue donc son programme afin d’atteindre ce but en 2010.

Plusieurs raisons rendent la lepre extrémement intéressante d’un point de vue
scientifique, en particulier pour son expression spectrale (formée d’un continuum
de formes intermédiaires comprises entre les pbles tuberculoide et lepromateuse).
En outre, le développement d’anergie contre la Mycobacterium leprae dans la
forme lépromateuse de la maladie est un autre aspect remarquable. Ainsi, sans
prétendre a la révision exhaustive, I'article présente une synthese de la littérature
sur les diverses anomalies immunologiques qui pourraient expliquer le dévelop-
pement d’anergie dans la lepre Iépromateuse.

Mots clés: Lépre, Immunologie, Anergie.
INTRODUCCION

Desde su descubrimiento, la lepra ha sido una enfermedad cuyas manifesta-
ciones clinicas peculiares han atraido mucho la atencién de la poblacién en ge-
neral, y de los médicos y especialistas en particular. Sin embargo, las dos caracte-
risticas principales que la hacen ser una enfermedad particularmente interesante
son, primero, su manifestacion multivariada que incluye dos formas polares (tu-
berculoide y lepromatosa) y un espectro de formas intermedias, y segundo, la pér-
dida selectiva de la inmunidad celular contra el bacilo de la lepra en la forma le-
promatosa de la enfermedad (estado referido como anergia celular). Otras
caracteristicas del padecimiento son su evolucién crénica, su predilecciéon por
piel y nervios, y su naturaleza infecciosa relativamente poco contagiosa.

La enfermedad es causada por Mycobacterium leprae. La manifestacion multi-
variada de la enfermedad parece depender mas de las caracteristicas del huésped
que del microorganismo, aunque esto no es definitivo ya que la incapacidad de los
microbidlogos para cultivar in vitro a M. leprae, ha dificultado el estudio de la bio-
logia del microorganismo y el conocimiento sobre la existencia de cepas con dis-
tinta virulencia. Los factores inherentes al huésped que le confieren resistencia o
susceptibilidad a la enfermedad tampoco son bien conocidos pero dentro de ellos
se han considerado desde antigenos de histocompatibilidad, hasta genes de su-
puesta resistencia como Nramp-1 (Canonne-Hergaux et al, 1999)? y otros. En
cuanto a los factores genéticos de susceptibilidad a la lepra, éstos se han buscado
desde hace mucho tiempo, sobre todo los asociados a antigenos de histocompati-
bilidad, pero hasta ahora no se ha encontrado un gene HLA de susceptibilidad o
resistencia a la enfermedad, y aunque algunos han notado una asociacién signifi-
cativa entre ciertos genes y el tipo de lepra desarrollado (HLA-DR2 en la lepra TT y
HLA-DQT1 en la lepra LL) (van Eden et al, 1980, 1985)%, otros no han confirmado
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esta asociacion, aunque si han observado la alta frecuencia de HLA-DR2 y HLA-
DQ1 entre los pacientes con lepra en general (Todd et al, 1990)°. Por otro lado, la
susceptibilidad o resistencia a la lepra y el tipo de lepra resultante pueden estar
asociadas a otros factores genéticos que pueden estar ligados o no a los genes del
complejo HLA. Uno de los genes considerados es Nramp-(natural-resistance-asso-
ciated macrophage protein 1) cuyo papel se ha relacionado con el transporte de
hierro y magnesio en macréfagos y otras células (Forbes y Gros, 2001; Mulero et
al, 2002)®7. Algunos estudios han mostrado que los monocitos de pacientes con
LL exhiben niveles disminuidos de Nramp-1 (Canonne-Hergaux, 1999)? sugiriendo
que esta disminucién puede estar relacionada con el desarrollo de la enfermedad,
y también se ha sugerido que la baja expresién de Nramp-1 puede deberse, a su
vez, a la baja expresion de IRF-8, un factor de transcripcién especifico de macrofa-
gos (Alter-Koltunoff et al, 2003)® que participa en la expresion regulada de las cito-
cinas proinflamatorias IL-12, IL-18, e IL-1B, ademds de gp91** y p67*" (compo-
nentes del sistema de la NADPH oxidasa), iNOS, y Nramp1 (los ratones KO para
IRF-8 no expresan cantidades detectables de Nramp-1).

Paradéjicamente, mientras que se tiene abundante informacién sobre los me-
canismos de la inmunidad en la lepra, practicamente se desconocen los mecanis-
mos de la anergia en esta enfermedad. Es por esto que en este articulo revisare-
mos algunos de los mecanismos inmunolégicos asociados con la lepra, pero
sobre todo de aquellos que podrian ser causa de la anergia celular.

LA ENFERMEDAD

La lepra en los humanos exhibe dos formas polares y un espectro de formas
intermedias; las formas polares de la enfermedad son la lepra tuberculoide (TT) y
la lepra lepromatosa (LL). La lepra TT es la forma benigna de la enfermedad,
mientras que la lepra LL es la forma maligna de la misma. Las caracteristicas clini-
cas, histolégicas, bacterioldgicas e inmunolégicas de la lepra TT y LL, son tan di-
ferentes que si no se conociera al agente causal, se pensaria que se trata de enti-
dades clinicas diferentes. Las caracteristicas mas relevantes de las formas polares
de la lepra se mencionan enseguida; la descripcion clinica detallada de éstas y de
las formas intermedias de la enfermedad, se pueden revisar en diferentes excelen-
tes libros sobre leprologia y dermatologia. Nosotros hemos tomado como refe-
rencia el libro de Hastings (1985)“.

La lepra tuberculoide (TT)

Los pacientes con lepra TT muestran en la piel, lesiones Gnicas o escasas y
asimétricas, ovales o redondas, rojizas o hipopigmentadas, resecas o anhidréticas,
frecuentemente alopécicas, variablemente anestésicas en su centro, casi nunca
mayores de 10 cm de didmetro, y claramente delimitadas por un borde elevado.
Cuando las lesiones estan en el trayecto de un nervio periférico, éste puede pre-
sentar inflamacién y a veces necrosis; los nervios mas frecuentemente afectados
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son el ulnar, el tibial posterior, el popliteo lateral, y luego otros. La histologia de
las lesiones muestra la presencia de granulomas formados por abundantes linfoci-
tos, macrdéfagos, células epitelioides, células multinucleadas gigantes, y ausencia
de bacilos o, cuando mucho, sélo algunos bacilos aislados. Los pacientes con le-
pra TT dan reacciones fuertemente positivas a la lepromina pero no tienen nive-
les elevados de anticuerpos contra M. leprae, lo que indica, que en estos pacien-
tes, la inmunidad celular es preponderante.

La lepra lepromatosa

Los pacientes con la enfermedad lepromatosa temprana muestran maculas pe-
quenas, eritematosas, multiples y simétricas, que con el tiempo se transforman en pla-
cas infiltradas y luego en nédulos de superficie brillante, altamente baciliferos. Las le-
siones aparecen en orejas, cara, tronco y extremidades, pero son raras en las
superficies calientes del cuerpo como las axilas y las ingles; generalmente no son
anestésicas. La acumulacién de nédulos mdiltiples en la cara origina la llamada “facies
leonina”; los pacientes con esta forma de la enfermedad desarrollan alopecia en cejas
y pestanas, y ulceracion frecuente de la mucosa nasal; los nervios periféricos aparecen
inflamados y contienen numerosos bacilos; la afeccion de nervios es causa de parali-
sis y anestesia tanto de las extremidades superiores como de las inferiores. Las lesiones
maculares y nodulares muestran infiltrados mononucleares con abundantes macrdfa-
gos y escasos linfocitos; los macréfagos aparecen “espumosos” y repletos de bacilos;
inmunolégicamente, los granulomas de este tipo se describen como no reactivos.

En estos pacientes, la lepromino-reaccion vy la linfoproliferacion inducida por
M. leprae son negativas, pero la produccién de anticuerpos antimicobacterianos
es abundante, lo que sugiere un defecto profundo y selectivo al nivel de la res-
puesta inmune celular.

Las reacciones leprosas

No obstante sus caracteristicas mas o menos estables, las lesiones de las dife-
rentes formas de la lepra frecuentemente se modifican por efecto de cambios in-
munoldgicos que ocurren en los pacientes y que originan las Ilamadas reacciones
leprosas. Se reconocen dos tipos de reaccion leprosa y algunas variantes dentro
de ellas. Las reacciones de tipo 1 aparecen en los pacientes con lepra tubercu-
loide (TT) y tuberculoide subpolar (BT), y reflejan hiperactividad de la inmunidad
celular del individuo; los pacientes muestran incremento en la cantidad y activi-
dad de las células Th1CD4+, sobreproduccion de citocinas proinflamatorias que
activan la funcién de los macréfagos y la inmunidad protectora pero también las
consecuencias de la hipersensibilidad. El dano inflamatorio de los nervios (neuri-
tis) de las regiones afectadas, es la manifestacién mds comin de la reaccién le-
prosa de tipo 1, también llamada reaccién reversa.

Las reacciones leprosas del tipo 2, son frecuentes en los pacientes multibaci-
lares (LL/BL) y son el resultado de la hipersensibilidad humoral donde participan,
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en grado variable, complejos inmunes solubles, complemento y leucocitos poli-
morfonucleares (PMNs). Se reconocen dos variedades de este tipo de reaccién: el
eritema nodoso leproso y la vasculitis necrosante o Fenémeno de Lucio. En am-
bos casos, el compromiso vascular (vasculitis) es una manifestaciéon comun.

LA ANERGIA EN LA LEPRA

Ya hemos comentado que la respuesta inmunitaria celular es funcional y
operante en las formas paucibacilares de la enfermedad, la lepra tuberculoide
(TT) y tuberculoide subpolar (BT), y que esta forma de respuesta inmunitaria es
deficiente en los pacientes con las formas multibacilares, lepromatosa y lepro-
matosa subpolar, de la misma (LL/BL). También hemos sefalado que la ausente
respuesta inmunitaria celular en los pacientes LL es responsable de la anergia
que impide a estos pacientes destruir al microorganismo y controlar la enfer-
medad. La anergia celular en los pacientes LL no es un defecto facil de expli-
car ya que depende de alteraciones a muy diversos niveles en la red de inte-
racciones celulares y moleculares que componen la respuesta inmunitaria. En
la practica, la anergia celular se pone de manifiesto por la prueba de la lepro-
mina, que en los pacientes lepromatosos es negativa, y cuando ésta es positiva
aparece como una reaccion inflamatoria conocida como reaccién de Mitsuda.
La prueba de la lepromina se hace inoculado intradérmicamente una suspen-
sion de tejido bacilifero inactivado por calor, preparada a partir de nédulos le-
promatosos. Una prueba positiva aparece como una reaccién inflamatoria in-
durada mayor de 5 mm de diametro, que alcanza su maximo desarrollo entre 3
y 4 semanas después de aplicar la lepromina y es indicativa de la capacidad
del individuo para responder, con una respuesta inmune protectora (depen-
diente de las células Th1) contra los antigenos de M. leprae. La prueba de la
lepromina es positiva en los pacientes del extremo tuberculoide (TT) del espec-
tro de la lepra, y negativa en los pacientes del extremo lepromatoso (LL). Dado
que la lepra tuberculoide representa la forma benigna de la enfermedad, que
incluso puede curar espontaneamente, en este articulo sélo haremos referencia
a la forma maligna de la misma (LL) donde la anergia celular incapacita al in-
dividuo para controlar la enfermedad.

MECANISMOS DE LA ANERGIA

Entendida como la incapacidad de un individuo para responder especifica-
mente contra los antigenos del agente infectante, la anergia celular en la lepra le-
promatosa se ha tratado de explicar de diversas maneras, y se ha sugerido que po-
dria deberse a una o mas de las siguientes causas: (a) carencia de células
reactivas con M. leprae, (b) sobre-activacién de células supresoras, (c) defectuosa
presentacion de antigeno por las células APC, (d) deficiente expresion de molécu-
las coestimuladoras, (e) falla en la produccién de citocinas proinflamatorias o de
sus receptores, y (g) actividad excesiva de células productoras de citocinas anti-
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inflamatorias. Algunos de los hallazgos que llevaron a proponer estas posibilida-
des se describen enseguida.

Carencia de linfocitos reactivos con M. leprae

Esta es una proposicion de Kaplan y Cohn (1985)" quienes encuentran que
los leucocitos de los pacientes con lepra lepromatosa no responden proliferativa-
mente al estimulo con M. leprae ni cuando se suplementan con IL-2 exdgena ni
cuando se liberan de monocitos, que podrian tener actividad supresora (ver su-
presion y citocinas en los parrafos siguientes). Aunque hay varios estudios de este
tipo, no son muchos los autores que apoyan esta posibilidad.

Linfocitos supresores

El estudio de la inmunologia de la lepra ha estado orientado, sobre todo, a
entender cuales son los mecanismos que conducen a la anergia en la lepra lepro-
matosa. Aunque hubo algunas comunicaciones previas, los primeros estudios sis-
tematicos sobre la inmunologia de la lepra fueron publicados en 1977 por Nath et
al'™, quienes encontraron que los pacientes con lepra lepromatosa sin tratamiento
mostraban ndmeros disminuidos de linfocitos T y respuestas linfoproliferativas
muy reducidas ante el estimulo de la lepromina, la fitohemaglutinina (PHA) y la
concanavalina A (Con-A). Basicamente los mismos resultados fueron encontrados
por Mehra et al (1979)"?, quienes ademas encontraron que la lepromina inducia
mayor actividad supresora en los leucocitos de los pacientes lepromatosos (90-
100%) que en los leucocitos de los pacientes tuberculoides (13%), y que aunque
el tratamiento anti-leproso restablecia la capacidad de respuesta no especifica, no
modificaba la anergia hacia M. leprae. Contrariamente a esta observaciéon, Nath
et al (1979)" comunican sus hallazgos sobre la induccién de actividad supresora
por la Con-A en los leucocitos de los pacientes TT, pero no en los leucocitos de
los pacientes LL.

La existencia de células supresoras en la lepra fue otra vez sugerida por
Bjune (1979)", quien encuentra que la estimulacién de los leucocitos de pa-
cientes LL con lepromina, deprime todavia mas su ya reducida capacidad de
proliferar en respuesta a la Con-A, mientras que los leucocitos de los pacientes
con lepra tuberculoide subpolar (BT) convalecientes de una reaccién leprosa de
tipo 1 (inmunolégicamente parecidos a los pacientes TT), incrementan su res-
puesta hacia la Con-A, aun en presencia de lepromina. Bjune sugiere que la in-
hibicion de la linfoproliferacién inducida por Con-A se debe a que la lepromina
estimula a una poblacién de células supresoras y que estas células predominan
en los pacientes LL. Otra vez, un hallazgo contradictorio a éste es el aportado
por Nath y Singh (1980)" quienes sefialan que M. leprae suprime la linfoprolife-
racion inducida por Con-A en el 80% de los pacientes TT y sélo en el 35% de
los pacientes LL, sugiriendo que los pacientes TT tienen mas células supresoras
circulantes que los pacientes LL.

127



Como éstos, hubo otros estudios sobre la presencia y funcién de células su-
presoras en la lepra, pero globalmente los resultados no fueron concluyentes ya
que mientras algunos sefialaban un exceso de supresion en la lepra LL, otros in-
dicaban carencia de supresion en esta forma de la enfermedad. Esto hizo que
algunos investigadores decidieran medir los niveles de células supresoras, ya no
en la sangre, sino en las lesiones de la lepra. La existencia de anticuerpos mo-
noclonales contra células supresoras (OKT8*/Leu2a®) y contra células coopera-
doras (OKT4+/Leu3a’), permitié a van Voorhis et al, en 1982"9, establecer que
en las lesiones LL, los linfocitos son casi exclusivamente OKT8* (supresoras), en
tanto que en las lesiones de la lepra TT predominan las células OKT4*. Modlin
et al (1983)"”, por su parte, confirman los hallazgos anteriores y encuentran que
en las lesiones TT, las células CD4* (OKT4*) se localizan entre los agregados de
células epitelioides, mientras que las células CD8* (OKT8") se encuentran for-
mando un manto periférico en el borde de la lesion. También encuentran que
en las lesiones de la lepra LL predominan las células CD8, y que éstas y las cé-
lulas CD4* se encuentran entremezcladas con los macréfagos en toda la lesion.
Los autores no ofrecen ninguna explicacion a esta particular distribucion de las
células CD4* y CD8* en cada caso. En esta época, las células CD8* se recono-
cen como células supresoras, concepto que se refuerza cuando Modlin et al
(1986a, 1986b)"* ' aislan células OKT4* y OKT8* de las lesiones de la lepra 'y
con ellas producen clonas en presencia de IL-2 y de células alimentadoras irra-
diadas. Trece de las 32 clonas (40%) OKT8* obtenidas de 6 pacientes LL mos-
traron actividad supresora inducida con Con-A, mientras que ninguna de 9 clo-
nas aisladas de 6 pacientes TT fueron supresoras. Por otro lado, en este mismo
ano, Ottenhoff et al (1986)2% logran aislar y clonar, células T cooperadoras (Th)
y T supresoras (Ts) de las lesiones de un paciente con lepra lepromatosa subpo-
lar (BL). Las células Ts suprimieron especificamente la respuesta proliferativa de
las células Th inducida por una proteina de 36 kD de M. leprae. Los autores su-
girieron la posibilidad de que este antigeno podria portar un determinante anti-
génico inductor de supresién.

Macréfagos supresores

Simultaneamente a los estudios sobre la funcién de las células T en la le-
pra, se iniciaron los estudios sobre la funcién de los macréfagos en esa enfer-
medad. Trabajando con leucocitos de personas idénticas en HLA-D, Nath et al
(1980)*" encontraron que los macréfagos derivados de pacientes con lepra TT
aumentaron la respuesta linfoproliferativa estimulada por M. leprae, en tanto
que los macroéfagos derivados de pacientes con lepra LL la inhibieron. Después,
Salgame et al (1983)“? encontraron que los lisados de macréfagos de pacientes
con lepra LL, eran capaces de inhibir la proliferacion de las células T inducida
por M. leprae, y que la capacidad inhibidora era mediada por un factor termo-
estable no dializable. Por el contrario, los lisados de los macréfagos de perso-
nas sanas y de pacientes con lepra TT no contuvieron el factor supresor. Un ha-
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llazgo similar fue publicado en ese mismo afo por Sathish et al (1983)**, quie-
nes encontraron que los monocitos de los pacientes con lepra LL no permitieron
la proliferacion de los linfocitos de individuos con lepra TT idénticos en HLA-
D, en respuesta a M. leprae, en tanto que los macréfagos de individuos TT si lo
hicieron. Los macréfagos derivados de los monocitos de pacientes LL, pero no
los de los pacientes TT, liberaron factores solubles con actividad supresora
(MoFs) de alto peso molecular (>25,000 Da) que fueron resistentes a indometa-
cina, lo que elimind la posibilidad de que pudiera haberse tratado de prosta-
glandinas. Anos mds tarde, Misra y su grupo (1985)?” también encuentran que
los monocitos de los pacientes LL, pero no los de los pacientes TT, secretan fac-
tores capaces de inhibir la proliferacion (y la sintesis de IL-2) de los linfocitos de
individuos sanos lepromino-positivos o de pacientes con lepra TT, inducida por
M. leprae. Contrariamente a Sathish, los autores encuentran que estos factores
contienen IL-10 y PGE2, ambos reconocidos inhibidores de la sintesis de citoci-
nas proinflamatorias.

Defectos en la expresion de receptores tipo Toll (TLRs)

Dentro de los multiples receptores para PAMPs (patrones moleculares aso-
ciados a patégenos) presentes en los macréfagos y células dendriticas, los re-
ceptores TLR (Toll-like receptors) juegan un papel importante en el reconoci-
miento de microorganismos. Aunque existe una variedad de ellos (TLR1 a
TLR11), TLR2, asociado a TLR1 o a CD14, se ha descubierto como un receptor
implicado en la activacién de macréfagos por M. leprae. Krutzik et al. (2003)%
encontraron que los heterodimeros formados por TLR1-TLR2 son capaces de in-
ducir la activacion de macréfagos y células dendriticas por M. leprae muerto
por calor, y que la expresion de TLR1 y TLR2 fue mas marcada en las lesiones
de la lepra tuberculoide (TT) que en las de la lepra lepromatosa (LL). Encontra-
ron también que la activacién de las células se incrementa por efecto de citoci-
nas tipo Th1 y se abate por citocinas Th2; las citocinas de tipo Th1 incrementan
la expresion de TLR1 mientras que las citocinas tipo Th2 deprimen la expresion
de TLR2. Con estos datos los autores concluyen que la expresién regulada de
TLRs en el sitio de la enfermedad contribuye a la defensa del hospedero contra
el bacilo de la lepra. En otro estudio, Bochud et al (2003)?® encontraron que los
pacientes con lepra lepromatosa muestran una alta frecuencia de expresién de
la variante TLR2Arg (677)Trp y que la presencia de este polimorfismo de TLR2
suprime, en los macréfagos, la activacion de NFkB y la sintesis de TNFa en pre-
sencia de M. leprae y M. tuberculosis. Concluyen que esta variante de TLR2
constituye un mecanismo molecular por el cual se puede explicar la pobre res-
puesta celular caracteristica de la lepra lepromatosa. Congruente con este ha-
[lazgo, otros investigadores encontraron que la mutacién TLR2Arg (677)Trp esta
asociada con una baja expresién de IL-12 en los pacientes con lepra LL (Kang et
al. 2002)?”. TNFa e IL-12 son dos citocinas proinflamatorias activadoras de cé-
[ulas T mediadoras de la inmunidad celular.
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Defectos en la presentacion de antigeno

La proposicién de que la anergia en la lepra lepromatosa podria deberse a una
defectuosa presentacion de antigeno por las APC, deriva de los trabajos de Desai
et al en 1989%. Estos autores, como lo habian hecho Sathish et al en 1983%¥, en-
contraron que los macréfagos de los pacientes con lepra TT activados con IFNy
permitieron la proliferacién de células T compatibles en HLA-D inducida por M.
leprae y fueron capaces de destruir in vitro al microorganismo. También encontra-
ron que aunque los macréfagos de los pacientes con lepra LL activados con IFNy
llegaron a ser microbicidas, estas células no favorecieron la linfoproliferacion indu-
cida por M. leprae de los linfocitos homologos. Estos resultados sugirieron una de-
fectuosa actividad presentadora de antigeno por los macréfagos de los pacientes LL
pero no un defecto microbicida intrinseco en estas células.

Defectos en la expresion de CD40

Sabiendo que la interaccion de CD40 sobre las células APC con su ligando
CDA40L sobre las células T es un potente estimulo para la produccién de IL-12, y
que ésta es una sefal obligada para la produccion de citocinas proinflamatorias,
Yamauchi et al (2000)?” estudiaron la expresién de la molécula CD40 y de su li-
gando CD40L en las células de las lesiones de la lepra tuberculoide y leproma-
tosa, y encontraron que tanto los mRNAs como las proteinas CD40 y CD40L se
expresan predominantemente en las lesiones de la lepra TT y solo escasamente en
las lesiones LL. Observaron ademas que la estimulacién in vitro de las células
mononucleares de sangre periférica con un sonicado de M. leprae, aumento la
expresion de CD40L, CD40 e IL-12, sélo en las células de los pacientes con lepra
TT pero no en las células de los pacientes LL.

Los datos sugirieron que en la lepra tuberculoide, pero no en la lepra lepro-
matosa, M. leprae activa a las células T y las induce a expresar la molécula
CD40L, evento que favorece en los macréfagos la sintesis de IL-12 dependiente
de CD40. La interaccién CD40-CD40L, la cual no se observa en la LL, es necesa-
ria para la expresion de la inmunidad anti-micobacteriana.

Defectos en la expresion de B7-1 y CD28

Ademas de las sefales de coestimulacion derivadas del contacto entre CD40
y CD40L, la activacion de las células T requiere de la interaccién entre las mo-
léculas B7-1 en las células presentadoras de antigeno y su receptor CD28 en las
células T. La defectuosa respuesta inmunitaria en la lepra lepromatosa parece de-
pender, en parte, de la insuficiente expresién de estas moléculas en las células
de los pacientes. Lo anterior se sugiere de un estudio realizado por Agrewala et
al, en 1998, quienes encontraron que la expresién de B7-1 y CD28 inducida
por un sonicado de M. leprae estuvo significativamente disminuida en los leuco-
citos de los pacientes LL no tratados, mientras que la expresion de las moléculas
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ICAM-1 y LFA-Ta se mostré aumentada. Por el contrario, no se observaron cam-
bios significativos en la expresion de estas moléculas en los pacientes con lepra BT,
ni en los pacientes LL exitosamente tratados. También encontraron, de manera
sorprendente, que el cultivo de leucocitos de personas sanas con dosis elevadas
del extracto de M. leprae, redujo la expresion de B7-1 y CD28, y aumentd la ex-
presion de ICAM-1 y LFA-Ta. In vivo, la presencia de M. leprae en los pacientes
no tratados podria promover la anergia celular, al inhibir la expresién de B7-1y
CD28 en las clonas de células reactivas a M. leprae.

MOLECULAS DE ADHESION

Sullivan et al (1991)%" estudiaron la expresion de ICAM-1 (intracellular adhe-
sion molecule-1) y de su ligando LFA-1 en las lesiones de la lepra. Encontraron
una alta expresion de ICAM-1 y LAF-1 en las células de la piel adyacente a los
granulomas de la lepra tuberculoide y una baja expresién de estas moléculas en
las lesiones de la lepra lepromatosa. Encontraron ademas que la expresion de
ICAM-1 fue paralela a la expresion de los RNA mensajeros para IFNy y TNFa. Sin
embargo no encontraron diferencias en la expresion de estas moléculas en las cé-
lulas de los granulomas de los tipos de lepra a lo largo del espectro.

CITOCINAS

A principios de la década 1980-1990 los investigadores de la lepra comenza-
ron a buscar defectos en la producciéon de citocinas proinflamatorias por los leu-
cocitos de los pacientes con lepra, particularmente en aquellos con lepra lepro-
matosa. El trabajo se realizé inicialmente en los leucocitos circulantes de la
sangre periférica y luego se extendi6 a las lesiones de la lepra. Algunos de los ha-
[lazgos se describen enseguida:

Citocinas de macréfagos
Interleucina-1 (IL-1)

Watson et al (1984)% encontraron que los leucocitos de los pacientes con le-
pra TT secretaron niveles de IL-1 dentro del rango normal cuando fueron estimu-
lados in vitro, con lipopolisacarido (LPS). Por el contrario, 5 de 13 pacientes con
lepra lepromatosa (38%) no respondieron al mismo estimulo. Un resultado similar
al anterior fue encontrado por Makonkawkeyoon et al en 1990°%; La produccion
de IL-1 en respuesta al estimulo con LPS estuvo significativamente disminuida en
los pacientes LL/BL pero fue normal en los pacientes TT. Otros autores (Ridel et
al, 1986)°* sin embargo, no encontraron diferencias en la produccién de IL-1
cuando los leucocitos de los pacientes TT o LL se estimularon con M. leprae o
con BCG. Esto se observo también en el estudio realizado por Choi et al (1990)¢>
con monocitos (MN) de sangre periférica; los MN de los pacientes con lepra TT
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o con lepra LL, respondieron de manera similar cuando se estimularon con ML o
con LPS. No obstante, mientras que los leucocitos de los pacientes TT proliferaron
activamente en presencia de M. leprae, los leucocitos de los pacientes LL no lo
hicieron, o lo hicieron pobremente. Lo que indican los resultados de Ridel y col,
Choi y col, y otros, es que la incapacidad de los leucocitos de los pacientes LL de
proliferar en respuesta a M. leprae, no se debe a un defecto en la produccién de
IL-1 por los monocitos de los pacientes, sino a algtn defecto a otro nivel. Un re-
sultado interesante de Fafutis-Morris et al (1999)%® que concuerda con la observa-
cion de Ridel et al (1986)*" que sefialan que los niveles de IL-1 en el suero de los
pacientes LL son comparables a los de los pacientes TT, es el hallazgo de que
los pacientes LL muestran, en su suero, niveles elevados del receptor para IL-1 en
estado soluble (sIL-1R), mientras que en los pacientes TT los niveles de sIL-1R son
apenas detectables. Los niveles elevados de IL-1R en los pacientes LL podrian
neutralizar a la IL-1, impidiendo asi su efecto sobre las células T. Por su parte,
Munk et al (1999)%” encuentran niveles elevados de receptor soluble para TNFa
(sTNFaR) en la sangre de los pacientes LL y sugieren que esto podria neutralizar
al TNFa liberado por los macréfagos, bloqueando su accidn sobre las células T.

Interleucina 12

Sobre la base de que las lesiones de la lepra TT tienen un predominio de célu-
las CD4* y un patrén de citocinas tipo 1 (IL-2%, [FNy*) mientras que las lesiones de
la lepra LL muestran un predominio de células CD8" y citocinas tipo 2 (IL-4*, IL-
107, TGFB*) Modlin, en 1994°%, propone que la anergia en la lepra lepromatosa
pudiera deberse a un defecto en la expresion de IL-12, ya que esta citocina es un
factor requerido para la expresién de las citocinas tipo 1 por las células T. Esta pro-
posicion recibe apoyo experimental en ese mismo afo, cuando Sieling et al
(1994)°* encuentran que las lesiones de los pacientes con lepra tuberculoide ex-
presan una cantidad 10 veces mayor de IL-12 que la encontrada en las lesiones de
la lepra lepromatosa. Sieling et al también observan que in vitro, la IL-12 recombi-
nante favorece la proliferacion de las células T de los pacientes con lepra LL indu-
cida con M. leprae asi como la liberacién de IFNy por estas células. Sin embargo,
contrario a estos hallazgos, Kim et al (2001)“> encuentran que mientras que las cé-
lulas T de los pacientes TT responden bien cuando se estimulan con M. leprae en
presencia de IL-12 exdgena con la produccion de IFNy, las células T de los pacien-
tes LL no lo hacen. Sus estudios inmunohistoquimicos ofrecen una explicacién a
estos resultados al observar que las lesiones TT expresan una mayor cantidad de la
cadena beta-2 del receptor para IL-12 (IL-12RB2) que las lesiones LL, aunque am-
bas lesiones expresan niveles comparables de la cadena beta-1 (IL-12Rp1). El re-
ceptor para IL-12 esta constituido por un heterodimero formado por las cadenas IL-
12RB1 e IL-12RP2, y la presencia del heterodimero completo es necesaria para
que se produzcan las sefiales de transduccion que culminan con la sintesis y secre-
cién de IFNy por las células T (Figura sobre IL-12R). Los resultados contradictorios
en cuanto el efecto de la IL-12 sobre la produccién de IFNy inducida por M. le-
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prae, son dificiles de interpretar, pero la variable mas importante en cada caso, es
el origen de los pacientes.

Citocinas de linfocitos
Interleucina 2

Algunos autores sugieren que anergia celular en los pacientes con lepra le-
promatosa pudiera deberse a la falta de produccién de IL-2 por los linfocitos de
los pacientes. Haregewoin et al (1984)“", por ejemplo, encontraron que los linfo-
citos de los pacientes con lepra LL no secretan IL-2 cuando se estimulan in vitro
con M. leprae, aunque si lo hacen en respuesta a otros antigenos. Observaron
ademads, que la adicién de IL-2 exdgena es capaz de revertir el defecto de los leu-
cocitos en la mayoria de los casos, y propusieron que la anergia celular hacia
M. leprae podria deberse a una falla en la produccién de IL-2 en estos pacientes.
A una conclusién similar [legaron Nogueira et al en 1983“? (ver interferén
gamma), y mas recientemente Makonkawkeyoon et al (1990)** quienes encon-
traron que los leucocitos de los pacientes con lepra LL producen niveles norma-
les de IL-2 en respuesta al estimulo con Con-A o PHA, pero muestran respuestas
disminuidas cuando se estimulan con PPD. La falta de produccién de IL-2 en los
pacientes lepromatosos, sin embargo, no es un consenso general ya que otros
autores como Kaplan y Cohn (1985)"” y Mohagheghpour et al (1985)* encuen-
tran que la adicion de IL-2 exdgena no revierte la incapacidad de los leucocitos
de los pacientes LL para proliferar en respuesta a M. leprae. Mohagheghpour et
al encuentran ademads, que los leucocitos de los pacientes LL no expresan nive-
les significativos del receptor para esta citocina (IL-2R), y proponen que la defec-
tuosa expresion del receptor IL-2R, podria explicar tanto la falta de proliferacién
en respuesta a M. leprae, como la falla de la IL-2 exdgena para reconstituir la
respuesta in vitro.

Interferon gamma.

Uno de los primeros estudios sobre la produccion de IFNy en la lepra, es el pu-
blicado por Nogueira et al en 1983“?. Estos autores encontraron que en 17 de 18
casos, los leucocitos de los pacientes con lepra LL/BL no secretaron interferén
gamma (IFNy) cuando se estimularon con M. leprae, aunque produjeron niveles dis-
minuidos de esta citocina en respuesta a la Con-A. En contraste, los leucocitos de 6
de 6 pacientes con lepra tuberculoide, produjeron niveles elevados de IFNy bajo las
mismas condiciones. También encontraron que la adicién de IL-2 exdégena, junto
con M. leprae, restauré la capacidad de los leucocitos de los pacientes LL/BL para
producir IFNy; como Haregewoin et al (1984)“", Nogueira et al propusieron que la
anergia a M. leprae podria deberse a un defecto en la produccién de IL-2.

La falta de produccién de citocinas activadoras de monocitos por los linfocitos
de los pacientes LL estimulados con M. leprae o con Con-A ha sido observada por
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diversos autores, quienes también han encontrado que los linfocitos de los pacien-
tes con lepra TT o BT si responden al estimulo con M. leprae o Con-A, produ-
ciendo altos niveles de citocinas activadoras de monocitos (Horwitz et al, 1984)“.

Podemos concluir que, en general, el estudio inmunohistoquimico de citoci-
nas en las lesiones de la lepra ha dado resultados comparables entre todos los
grupos de investigacion participantes y que el patrén de citocinas depende del
tipo de lepra estudiado. Las lesiones de los pacientes con lepra tuberculoide ex-
presan niveles elevados de IL-1B, TNFa, IFNy e IL-2 (citocinas pro-inflamatorias)
en tanto que las lesiones de los pacientes lepromatosos muestran una marcada re-
duccién en los niveles de estas citocinas al mismo tiempo que expresan niveles
elevados de las citocinas anti-inflamatorias IL-4, IL-6, IL-10 y TGFp (Arnoldi et al,
1990)*, lo que sugiere una activacién diferencial de las células Th1 en la lepra
tuberculoide y Th2 en la lepra lepromatosa. Los factores que determinan esta po-
larizacion de la respuesta inmunitaria permanecen por ser dilucidados.

Expresion de genes para citocinas pro- y anti-inflamatorias

Bdasicamente los mismos resultados sefialados hasta ahora en cuanto a la pro-
duccién y secrecion de citocinas en las distintas formas de la lepra, se han encon-
trado al nivel de la expresién de los RNA mensajeros (MRNAs) para esas citoci-
nas. Dos estudios ilustran particularmente este punto. Por un lado, el grupo de
Modlin (Yamamura et al, 1991)“® analiza el mRNA extraido de las lesiones de pa-
cientes con las diferentes formas de la lepra y encuentra que en las lesiones de los
pacientes con la forma resistente de la enfermedad (TT/BT) predomina la expre-
sion de los mMRNAs para IL-2 y para IFNy, mientras que en la forma susceptible
(LL/BL) predominan los mRNAs para IL-4, IL-5 e IL-10. En otra publicacion, este
mismo grupo encuentra que los mRNAs para las citocinas proinflamatorias IL-2 e
IFNy, ademas de TNFa e IL-1, se sobre-expresan en las lesiones de la reaccién
reversa, una complicacion de la lepra paucibacilar (TT/BT), mientras que los
mRNAs para las citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-6, IL-5 e IL-10) se sobre-ex-
presan en las lesiones reaccionales (eritema nudoso leproso) de la lepra multiba-
cilar (LL/BL) (Yamamura et al, 1992)%.

PARTICIPACION DE OTRAS CELULAS EN LA ANERGIA CELULAR

Practicamente todo el trabajo comentado anteriormente se refiere al estudio
de la funcion de los macréfagos y las células Th1 (CD4) tratando de encontrar
carencias o deficiencias en estas células que pudieran explicar la anergia de la le-
pra multibacilar. Sin embargo, y no obstante las mdltiples alteraciones encontra-
das en las células de los pacientes multibacilares, también cabe la posibilidad de
que la funcién de estas células sea intrinsecamente normal pero que su expresién
pudiera verse alterada por la actividad de otras células con funcién reguladora es-
timuladas de manera preferencial o excesiva por algunos antigenos de Mycobac-
terium leprae. Dentro de las células T con funcidn reguladora descritas a la fecha
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estan las células TCD4+CD25", las TCD8*CD28", las T NK1.1 (CD4°CD87), las Tr1
(CD4Y, y las células Th3 (CD4*). La mayoria de estas células ejercen su accién
reguladora a través de la abundante secrecion de las citocinas anti-inflamatorias
[L-4, IL-10 y TGFB. La participacién de estas células en la patologia de la lepra es
un aspecto que no se ha explorado a profundidad.

Lo que si se ha analizado es la actividad de otras células mediadoras de la in-
munidad antibacteriana distintas a las células Th1 clasicas que incluyen a las cé-
lulas NK, a las células Tyd y a las células CD4* restringidas por CD1.

Las células NK

La participacién de estas células en la inmunologia de la lepra se ha estu-
diado por varios grupos de investigadores, con resultados contradictorios. Chi-
plunkar et al (1990)“ por ejemplo, estudiaron la actividad citolitica y la actividad
citotoxica dependiente de anticuerpo (ADCC) de las células NK obtenidas de la
sangre periférica de pacientes con lepra lepromatosa no tratada, de pacientes con
lepra tuberculoide, y de personas sanas. Encontraron que el porcentaje promedio
de citotoxicidad mediada por NK estuvo disminuida en los pacientes LL (15 +
3%), en comparacién con los pacientes TT (39+4%) vy los controles sanos
(37+5%). También encontraron que el defecto de las células NK en los pacientes
LL no era intrinseco ya que pudo revertirse por la adicién de IL-2 e IFNy exdgenos
en 5 de 6 pacientes LL. Este hallazgo estuvo parcialmente en concordancia con el
publicado por Converse y Bjune en 1986, quienes habian encontrado una dis-
minuida actividad NK en la sangre periférica no solo de los pacientes LL sino tam-
bién de los pacientes con lepra BT no reaccionales. Ademds, Converse y Bjune
observaron, interesantemente, que la actividad citotoxica (NK) de las células de
sangre periférica de los pacientes BT se incrementaba a valores normales durante
los episodios de reaccién reversa. Esta observacién, y la de Chiplunkar et al
(1990)“®, sobre el incremento en la actividad NK por efecto de la adicion de IL-2
e IFNy, reforzan el conocimiento que la reaccién reversa ocurre concomitante-
mente al aumento en la concentracién de citocinas proinflamatorias en el sitio de
reaccion. Pero el hallazgo de una disminuida actividad en LL no fue una observa-
cién de concenso ya que otros investigadores (Humphres et al, 1982)°® no encon-
traron alteraciones en la actividad NK en la sangre periférica de los pacientes LL o
BT, pero observaron que la actividad NK en los pacientes con LL disminuia hasta
abolirse en los pacientes LL en reaccion leprosa tipo eritema nodoso leproso
(ENL) donde predomina un ambiente tipo Th2.

Las células NKT
Sobre el papel de las células NKT1.1. en la lepra practicamente no hay infor-
macién. En un estudio realizado por Mempel et al (2000)°", los autores encuen-

tran que estas células tienen alta expresion en las lesiones de la lepra tubercu-
loide pero no hacen referencia a su expresion en la lepra lepromatosa.
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Las células Tyd

Mas del 95% de las células T exhiben el receptor TCRaf} y las restantes (3-5%),
el receptor TCRyd. Ya hemos mencionado que estas células parecen jugar un pa-
pel protector preponderante en las enfermedades causadas por micobacterias. En
la tuberculosis, por ejemplo, las células Tyd se expanden considerablemente du-
rante la fase aguda de la enfermedad como resultado de su interaccién con anti-
genos micobacterianos fosforilados de bajo peso molecular (Schoel et al, 1994;
Tsukaguchi et al, 1995)°> 5. Al activarse, las células Tyd liberan citocinas pro-in-
flamatorias (IFNy, GMCSF, IL-3, and TNFa) que proveen al huésped de inmuni-
dad protectora adicional (Barnes et al, 1992)%*. En la lepra también se han hecho
observaciones que sugieren un papel protector de las células Tyd: la piel de los
pacientes con lepra BL contiene un mayor niimero de células Tyd que la piel de
los pacientes LL (Fujita et al, 1993a)*”; los pacientes TT contienen un mayor nu-
mero de precursores Ty circulantes que los pacientes LL (Barnes et al, 1992)5; |la
estimulacion de las células mononucleares de la sangre con antigenos micobacte-
rianos incrementa el nimero de células Tyd mas en los pacientes TT (32%) que en
los pacientes LL (9%) (Barnes et al, 1992; Gonzéalez-Amaro et al, 2000)**°%; las in-
tradermorreacciones tempranas (2 dias) a la lepromina en los pacientes BL contie-
nen ndmeros bajos de células Tyd (+.4%) que se incrementan mas de 3 veces (a
+16%) en el tiempo de maxima reactividad en piel (21 dias) (Uyemura et al 1992;
Fujita et al, 1993b; Modlin et al, 1989)(57, 58, 59) Sjendo las células Tyd media-
doras de inmunidad protectora, su carencia o disfuncién puede contribuir a la
anergia observada en los pacientes lepromatosos.

Las células T restringidas por CD1

Las células T CD4" restringidas por CD1, reconocen antigenos lipidicos pre-
sentados por las células presentadoras de antigeno (principalmente células den-
driticas) en asociacién con moléculas CD1. Las moléculas CD1 (a, b y ¢) se ex-
presan marcadamente en las lesiones de la lepra TT y escasamente en las lesiones
de la lepra LL, correlacionando asi con la inmunidad protectora. Como en la san-
gre de ambos grupos de pacientes se encuentran ndimeros equivalentes de los pre-
cursores de estas células, se ha sugerido que la ausencia de expresion de CD1 en
las lesiones de la lepra LL se debe mas al efecto de factores locales en el sitio de
infeccion que a defectos en el sistema CD1 en si (Sieling et al, 1999).

Células de Langerhans y Células dendriticas

Por su localizacion epidérmica, se ha pensado que las células de Langerhans
y las dendriticas, podrian jugar un papel particularmente importante en la protec-
cién contra la lepra. Por un lado, la piel es una de las vias de entrada de M. le-
praey por el otro, el bacilo tiene un marcado tropismo por este érgano. Sobre
esta base, algunos autores han medido la cantidad de células de Langerhans (LC)

136



presentes en la piel de los enfermos con lepra lepromatosa (LL) y en la piel de los
enfermos con lepra tuberculoide (TT). Mathur et al (1983)°", por ejemplo, conta-
ron las células de Langerhans (OKT6+) contenidas en las lesiones de 44 pacientes
con diferentes tipos de lepra y en 12 controles sanos. Observaron una significante
reduccién en el nimero de LC en los pacientes LL (253+136/mm?) y en los pa-
cientes BL (349+121), mientras que en los pacientes TT y BT las cuentas fueron
altas (854+332 y 715235, respectivamente) y comparables a las encontradas en
los controles sanos (927+103). Seis afios mas tarde, Giménez et al (1989)“? con-
firmaron estos resultados al encontrar que comparados con los pacientes tubercu-
loides (993+206), los pacientes LL mostraron una reduccién muy significativa en
el ndmero de LC (398+186) mientras que los controles sanos mostraron ndimeros
intermedios de estas células (632+138). Concluyeron que el bajo nimero de LC
podria alterar la adecuada presentacion de antigenos y promover la generacion
de tolerancia contra el microorganismo.

Aunque lo expuesto aqui no cubre todos los estudios relativos a las anormali-
dades en los mecanismos inmunolégicos en la lepra, la informacién contenida
nos da una idea de lo complejo que es este campo vy lo dificil que es identificar
un defecto fundamental. El origen de la anergia en lepra es claramente multifacto-
rial y depende no solo de las caracteristicas inherentes del hospedero, sino tam-
bién de los cambios tisulares promovidos por la infeccion y dependientes de la fi-
siologia y metabolismo de Mycobacterium leprae. Es claro, por estas y otras
razones, que la lepra sigue siendo un tema de interés actual no solo desde el
punto de vista de la enfermedad en si, sino también en cuanto al agente etiol6-
gico y a la relacion que éste establece con su huésped para producir o no enfer-
medad y para generar inmunidad o anergia. Estos aspectos son revisados por
Grange y Lethaby (2004) y Scollard et al (2006)®*, entre otros autores.
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EL ML FLOW TEST COMO TECNICA DE DIAGNOSTICO
INMEDIATO PARA PROGRAMAS DE CONTROL DE LA LEPRA:
POSIBLE IMPACTO SOBRE LA CLASIFICACION
DE LOS PACIENTES

Samira Biihrer-Sékula*, Jan Visschedijk*, Maria Aparecida F. Grossi**,
Krishna P. Dhakal***, Abdullahi U. Namadi +, Paul R. Klatser* & Linda Oskam*

RESUMEN

Objetivo: Evaluar la utilidad de la técnica ML Flow como un instrumento adi-
cional, de tipo serolégico, para la clasificacion de los nuevos pacientes de lepra.

Método: Se clasificaron en Brasil, Nepal y Nigeria, 2.632 pacientes de lepra
mediante tres métodos: (1) como pacientes multibacilares (MB) o paucibacilares
(PB) de acuerdo al nimero de lesiones (clasificacion OMS), (2) mediante la baci-
loscopia y (3) con serologia utilizando el ML Flow Test que detecta anticuerpos
IgM especificos frente al Mycobacterium leprae-PGL-1.

Resultados: La proporcion de pacientes MB era del 39.5, 35.6 y 19.4 % en
Brasil, Nepal y Nigeria, respectivamente. La seropositividad mayor fue observada
en los pacientes de Nigeria (62.9 %), seguido por Brasil (50.8 %) y Nepal (35.6 %).
Los resultados del ML Flor Test y baciloscopia resultaron negativos en el 69.1 y
82.7 % de los pacientes PB, mientras que fueron positivos en el 58.6 % de los pa-
cientes MB de Brasil y 28.3 % de Nepal. En los pacientes MB, tanto los frotis
como el ML Flow Test resultaron negativos en el 15.6% de los pacientes de Brasil
y 38.3 % en Nepal. La evaluacién de todos los pacientes PB con el ML Flow para
prevenir un posible sub-tratamiento podria incrementar el grupo MB un 18, 11y
46.2 % para Brasil, Nepal y Nigeria, respectivamente. Con el ML Flow Test como
Unico criterio para la clasificacién, el incremento resultante seria del 11.3 y 43.5 %
de pacientes que requeririan tratamiento para la lepra MB en Brasil y Nigeria, res-
pectivamente y una disminucién del 3.7 % en Nepal.

Conclusiones: El test ML Flow puede ser Gtil para mejorar la clasificacion, re-
ducir el riesgo de sub-tratamiento con el consiguiente fracaso terapéutico y mini-
mizar la necesidad de frotis cutdneos.
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SUMMARY

Objective: To evaluate the use of the ML Flow test as an additional, serologi-
cal, tool for the classification of new leprosy patients.

Design: In Brazil, Nepal and Nigeria, 2632 leprosy patients were classified by
three metods: (1) as multibacillary (MB) or paucibacillary (PB) according to the
number of lesions (WHO classification), (2) by slit skin smear examination, and
(3) by serology using the ML Flow test detecting IgM antibodies to Mycobacterium
leprae-specific phenolic glycolipid-1.

Results: The proportion of MB leprosy patients was 39.5, 35.6 and 19.4 % in
Brazil, Nepal and Nigeria, respectively. The highest seropositivity in patients was
observed in Nigeria (62.9 %), followed by Brazil (50.8 %) and Nepal (35.6%). ML
Flow test results and smears were negative in 69.1 and 82.7 % of PB patients, while
smears were positive in 58.6 % of MB patients in Brazil and 28.3 % in Nepal. In MB
patients, both smears and ML Flow tests were negative in 15.6 % in Brazil and
38.3 %, in Nepal. Testing all PB patients with the ML Flow test to prevent under-tre-
atment would increase the MB group by 18, 11 and 46.2 % for Brazil, Nepal and
Nigeria, respectively. Using the ML Flow test as the sole criterion for classification
would result in an increase of 11.3 and 43.5 % of patients requiring treatment for
MB leprosy in Brazil and Nigeria, respectively, and a decrease of 3.7 % for Nepal.

Conclusions: The ML Flow test could be used to strengthen classification, re-
duce the risk of under-treatment and minimize the need for slit skin smears.

INTRODUCCION

Debido al largo periodo de incubacién y al mismo tiempo insidiosa transmi-
sion de la lepra, los esfuerzos para reducir y eventualmente eliminar la enferme-
dad requieren planificaciones y compromisos a largo plazo. Los programas de
control de la lepra estan siendo integrados en el sistema sanitario general y uno
de sus mayores desafios es conseguir mantener unos cuidados sostenibles y de ca-
lidad para los pacientes de lepra.” Para prevenir deformidades e interrumpir la
transmision, los programas de control se concentran en el diagnéstico precoz y
tratamiento farmacoldgico efectivo de los pacientes. Por tanto, el diagnéstico y la
clasificacion son importantes y disponer de instrumentos sencillos para ayudar al
diagnéstico y clasificacién de los pacientes seria muy deseable.

El diagnéstico de la lepra se basa en una o mas de las siguientes caracteristi-
cas: lesiones hipopigmentadas o eritematosas con pérdida de la sensibilidad, en-
grosamiento de los nervios periféricos con o sin pérdida de la sensibilidad o baci-
loscopia positiva para bacilos acido-alcohol resistente (BAAR). Para administrar
tratamiento farmacolégico se clasifican los pacientes en: los que presentan cinco
0 menos lesiones y reciben multiterapia (MDT) para paucibacilares (PB) y los que
presentan seis 0 mas lesiones y se les administra MDT para multibacilares (MB) .

Un sistema de clasificacion basado solamente en el nimero de lesiones cuta-
neas esta potencialmente expuesto a obviar casos de lepra y de lepra MB en
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particular. En los casos MB en estado precoz, las lesiones cutaneas frecuentemente
son escasas, dificiles de observar o incluso no visibles. El punto débil del sistema
de clasificacién solamente clinico es que los casos frotis positivo con pocas lesio-
nes seran mal clasificados como PB y no recibiran el tratamiento adecuado® con
el consiguiente riesgo de recidivas. Determinar la carga bacilar mediante frotis cu-
taneos incrementa considerablemente la fiabilidad de la clasificacién®, pero fre-
cuentemente no esta disponible en las zonas donde hay mas incidencia de lepra.

Diversos estudios han demostrado que la prevalencia de anticuerpos IgM gli-
colipido-1 (PGL-I) Mycobacterium leprae-especifico se correlaciona con la carga
bacteriana del paciente de lepra: 15-40 % de pacientes PB son seropositivos,
comparado con el 80-100 % de los pacientes MB . Por tanto la deteccién de es-
tos anticuerpos puede ser un método alternativo Util para la clasificacion de las
distintas formas de lepra.

El test ML Flow es una prueba inmunocromatogréfica en placa, sencilla y ra-
pida para la deteccion de IgM frente al PGL-1. Es una prueba de diagnéstico inme-
diato; una técnica que se puede realizar cuando se diagnostica al paciente sin ne-
cesidad de tener que desplazarse a un laboratorio especializado o regresar para
recoger sus resultados. El test permite su implementacion de la técnica seroldgica
en los programas de control para lepra. En una evaluacién anterior con un grupo
bien caracterizado de pacientes, el test ML Flow clasificd correctamente a pacien-
tes MB con una sensibilidad del 97.4 % mediante una combinacién de sintomas
clinicos, positividad de frotis e histopatologia como estandar de oro®.

Hemos estudiado la implementacién del test ML Flow en los programas de
control de la lepra en tres paises, Brasil, Nepal y Nigeria, ” y se ha evaluado su
aceptacion vy fiabilidad como: (1) un instrumento adicional y sencillo para la cla-
sificacion de los nuevos pacientes de lepra y (2) como instrumento para identifi-
car los contactos de pacientes de lepra en mayor riesgo de desarrollar la enferme-
dad en el futuro. Un sistema de clasificacion que incluye el ML Flow puede
afectar la distribucién de los pacientes clasificados anteriormente como PB y MB.

MATERIALES Y METODOS
AREAS DE ESTUDIO

El trabajo se llevo a cabo entre octubre del 2002 y marzo del 2004 en Brasil
y Nepal y desde noviembre 2002 a abril 2004 en Nigeria. Los programas del con-
trol de la lepra en que hemos intervenido estan muy bien constituidos y tienen
una constante supervision. Participaron cuarenta y nueve centros sanitarios: 14
(8 centros sanitarios, 4 hospitales y 2 centros de referencia) en Brasil, 7 (4 centros
sanitarios, 2 hospitales y 1 centro de referencia) en Nepal y 28 (23 centros sanita-
rios y 5 hospitales) en Nigeria. Durante el periodo de 1999-2003, el promedio de
deteccion de nuevos casos fue del 6.2, 16.2 y 1.9 por 10,000 habitantes y el pro-
medio de porcentaje de pacientes tratados como MB fue del 71, 44 y 96 % para
los centros mencionados de Brasil, Nepal y Nigeria, respectivamente.

145



POBLACION DE ESTUDIO

Durante el periodo de estudio los pacientes recién diagnosticados fueron ani-
mados a participar. Todos ellos dieron su consentimiento por escrito. Se incluye-
ron un total de 2.632 pacientes de lepra en el estudio: 1.070 de Brasil, 1.066 de
Nepal y 186 de Nigeria. En Nepal, sélo se incluyeron pacientes del centro de re-
ferencia en el analisis final porque sélo este centro efectiia baciloscopias. No ha-
bia diferencias entre las caracteristicas demograficas y clinicas entre estos pacien-
tes y los pacientes de otros centros (datos no presentados).

DEFINICION DE CASO/CRITERIOS DE CLASIFICACION

En los tres paises, la clasificacion estuvo basada en las lesiones cutaneas com-
patibles con lepra, con pérdida de sensibilidad con o sin engrosamiento neural. En
Brasil y Nepal, el diagnéstico de lepra fue confirmado por el servicio médico.

En Brasil y el centro de referencia de Nepal, la presencia de BAAR en los fro-
tis cutaneos también contribuyé a la clasificacion. El criterio para la clasificacién
en el campo varia entre los distintos paises. Para poder comparar el efecto de la
serologia al clasificar pacientes en situaciones de campo, utilizamos la clasifica-
cién operativa de la OMS para nuestros andlisis ?. Por tanto, los pacientes de le-
pra se clasificaron de acuerdo a su nimero de lesiones cutaneas: personas con
seis 0 mas lesiones se clasificaron como MB y los de cinco o menos como PB. La
presencia de nervios engrosados no afect6 la clasificacion.

CAPACITACION DEL PERSONAL SANITARIO

En cada pais se llevé a cabo un taller de formacién en el que se explicé al
personal sanitario comprometido en el trabajo con los antecedentes técnicos y
tedricos mas relevantes. Se evalué su comprension de la enfermedad, su capacita-
cioén para obtener sangre, efectuar la técnica, interpretar los resultados, rellenar
los ficheros para recoger datos vy facilitar la correcta informacién a pacientes y
contactos.

SEROLOGIA

Se realiza la técnica ML Flow de acuerdo a la técnica descrita por Biihrer-Sé-
kula et al®. Se deposita una gota de sangre, obtenida mediante puncién digital
con lanceta en la pulpa del dedo, en el orificio para muestras y a continuacién se
anade el tampoén de dilucion. La sangre diluida se desplaza sobre una linea mar-
cada con antigenos y otra de control. El resultado se interpreté a los cinco minu-
tos y él se considera valido si la linea control (IgM anti-humana) estd claramente
visible. Si los antigenos IgM M. leprae-especifico estan presentes se adhieren al
antigeno (derivado semi-sintético del PGL-I) y una linea roja aparece en la zona
de test. Cuando la coloracion es (-) o muy débil (+/-) el resultado se considera ne-

146



gativo. Se control6 la calidad de todos los lotes de ML Flow enviado a los tres pai-
ses frente a la sensibilidad y especificidad del lote de referencia para evaluacién ©.
Resultados incorrectos por defectos del test son muy infrecuentes y no se detectd
ningln caso durante el estudio. Sin embargo, se aconsejo6 al personal sanitario la
realizacion de un segundo test si la linea de control no era visible. Un 20 % de
los resultados fueron re-evaluados por los supervisores locales que confirmaban
de forma ciega la lectura del primer resultado.

EXAMEN MICROSCOPICO DEL FROTIS CUTANEO

En todos los centros sanitarios de Brasil y el centro de referencia de Nepal se
efectia microscopia para la presencia de BAAR en los frotis cutdneos y se dispone
de un sistema de control de calidad. Se efectian cuatro frotis cutdneos, uno en
cada I6bulo de la oreja, uno del codo y otro de una lesién cutanea. Cuando era
imposible obtener una muestra de una lesién, se obtuvo del otro codo. Los frotis
se tineron mediante BAAR por el método Ziehl-Neelsen y se examinaron 100
campos mediante técnica de inmersién en aceite. Aunque los laboratorios de
forma rutinaria registran el indice bacteriolégico (IB), anotamos para este estudio
los resultados como negativos o positivos.

PERMISO ETICO Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se obtuvo permiso ético por el Comité Etico para la Investigacién de Santa
Casa, Belo Horizonte, Brasil, del Comité para la Investigacion en la Salud de Ne-
pal y del Comité Etico del Ministerio de Salud Federal de Lagos, Nigeria. El con-
sentimiento informado se obtuvo en lengua local expresado de forma clara y sen-
cilla. En el caso de menores de edad se obtuvo permiso de alguno de los padres o
responsables del nifio.

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se efectud con el Epi Info version 6.04.d. Al comparar
diferencias entre grupos se utilizé el Chi-cuadrado.

RESULTADOS

CLASIFICACION DE LOS PACIENTES BASADA EN EL NUMERO DE LESIONES
Y RESULTADOS ML FLOW

Se presenta en la Tabla 1 la clasificacion de los pacientes de acuerdo con la
clasificaciéon operativa de la OMS en relacién con los resultados ML Flow para el
grupo de estudio en los tres paises. La menor proporcién de pacientes MB se obtuvo
en Nigeria (19.4 %) (P <0.01). Asi hay diferencia significativa entre la proporcién de
pacientes MB en Brasil (39.5%) y Nepal (35.6%) (P=0.06). La mayor seropositivi-
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dad se observé en Nigeria (62.9 %), seguido por Brasil (50.8 %) y Nepal (35.6 %).
De los pacientes clasificados como PB basados en el nimero de lesiones cutaneas
29.6 % (192/648), 17.2 % (118/687) y 57.3 % (86/150) eran positivos por el test ML
Flow en Brasil, Nepal y Nigeria, respectivamente. De los pacientes MB 16.8 %
(71/423), 41.4 % (157/379) y 13.9 % (5/36) eran negativos para el ML Flow.

DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES DE ACUERDO AL NUMERO DE LESIONES,
ML FLOW Y RESULTADOS IB

La Figura 1 indica que sélo un 22.7 % (243/1071) y el 8.9 % (95/1066) de to-
dos los pacientes de Brasil y Nepal, respectivamente, presentaban seis o mas le-
siones y eran positivos para la ML Flow y el examen de frotis para la deteccion de
BAAR. La positividad total de los frotis fue mas elevada en Brasil (27.1 %) que en
Nepal (11.6 %).

PROBABILIDAD QUE LA CLASIFICACION MEDIANTE EL NUMERO
DE LESIONES CUTANEAS SE CORRELACIONE CON EL RESULTADO
ML FLOW O EXAMEN MICROSCOPICO DE FROTIS

La Tabla 2 presenta la proporcion de pacientes para los que se confirma la
clasificacion OMS mediante el examen de frotis y/o resultados ML Flow. El test
ML Flow y el examen de frotis cutdneo para la presencia de BAAR resulté nega-
tivo en 69.1 y 82.7 % de los pacientes PB y positivo para 57.4 y 25.1 % de los
pacientes MB de Brasil y Nepal, respectivamente.

Un 6.4y 2 % de los pacientes PB de Brasil y Nepal, respectivamente, resultaron
BAAR positivos. Tanto el examen de frotis como el test ML Flow resultaron negativos
para el 15.6 'y 38.3 % de los pacientes MB de Brasil y Nepal, respectivamente.

DISCUSION

Aunque los test serolégicos no pueden ser utilizados como criterio Gnico
para el diagnéstico de la lepra, © si pueden emplearse para la clasificacion de los
pacientes y la administracion por tanto del tratamiento farmacolégico mas ade-
cuado ®. Para comprobar esta posible aplicacién, hemos evaluado el ML Flow
como técnica de diagnéstico inmediato en tres programas de control de la lepra'y
su posible impacto sobre la clasificacion de los pacientes.

La proporcion de pacientes PB y MB en la poblacion afectard la efectividad
de cualquier método de clasificacion, incluyendo el ML Flor Test. La clasificacion
basada en la baciloscopia resulta muy especifica, pero poco sensible. Por tanto, si
se considera la presencia de BAAR como el estandar de oro, cualquier otra
prueba presentara una sensibilidad mayor y especificidad menor. Como se ob-
serva en la Fig. 1, un elevado nimero de pacientes frotis negativos (109 en Brasil
y 127 en Nepal) fueron clasificados como MB mediante la ML Flow, y el sistema
OMS. La observacién de que la presencia de BAAR se correlaciona bien con la
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A

Pacientes Brasil

OMS MB 1071 ML Flow POS

423(39.5%) 544 (50.8%)

IB (POS)
290 (27.2%)

B)

Pacientes Nepal
1066

OMS MB ML Flow POS
379 (35.6%) 340 (31.9%)
127
11.9%
145 105
13.6% 9.8%
95
12 8.9% 13
1.1% 1.2% 568
53.3%
1
0,
IB (POS) 0.1%

121 (11.6%)

Figura 1. Distribucién de resultados (ML Flow, IB y clasificacion basada en el nimero
de lesiones cutaneas) de los pacientes (A) de Brasil y (B) del centro de referencia de Nepal.
En cada figura, se distribuye el niimero de pacientes ML Flow positivos (ML Flow POS) en
el circulo mas oscuro de acuerdo con los otros resultados, en el circulo de la izquierda,
estd el nimero de pacientes con seis 0 mds lesiones cutdneas (OMS MB) y en el circulo in-
ferior el nimero de pacientes IB positivos (IB POS). Los nimeros entre paréntesis represen-
tan el nimero de lesiones para ML Flow negativo. Los niimeros subrayados representan el
nimero de pacientes que son ML Flow positivos, pero clasificados como PB de acuerdo al
nimero de lesiones.
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positividad ML Flow y al mismo tiempo muchos ML Flow positivos son frotis ne-
gativos, sugiere que el ML Flow es un indicador mas sensible de la carga bacte-
riana que el examen del frotis. Esta hipotesis se apoya en la observacion de que
los pacientes IB positivos sin niveles detectables de anticuerpos frente al PGL-1y
que ya habian completado el tratamiento farmacolégico MDT mas corto no pre-
sentaron recidivas durante los 5 afios de seguimiento®. Los resultados de los frotis
cutaneos dependen del punto de toma de la muestra y la calidad del frotis junto
al tamano de la muestra obtenida mientras que el resultado ML Flow representa
mejor la carga bacteriana. Consideramos que la serologia es mas sensible que el
frotis cutdneo para detectar pacientes MB.

En Brasil y Nepal, la mayoria de pacientes MB (69.1 y 82.7 %) estaban clasi-
ficados correctamente por el sistema de clasificacién de la OMS, como revela la
ausencia de BAAR y los resultados ML Flow negativos (Tabla 2). La positividad de
los frotis confirmaba que s6lo habia mala clasificacion en 6.4 (34 + 8/648) y 2 %
(13 + 1/687) de pacientes PB en Brasil y Nepal, respectivamente.

Tabla 2. Comparacion entre las clasificaciones basadas en el niimero de lesiones
cutaneas y resultados ML Flow e IB en Brasil y Nepal

Pruebas
confirmativas Brasil Nepal
Clasificacion OMS
basada
en el recuento
de lesiones ML Flow B n % n %
Pacientes PB POS POS 34 5.2 13 1.9 Mal
NEG POS 8 1.2 1 0.1 clasificado*
POS NEG 158 244 105 15.3 Dudoso
NEG NEG 448 69.1 568 82.7 Confirmado PB
Total 648 100 687 100
Pacientes MB POS POS 243 57.4 95 25.1 Confirmado MB*
NEG POS 5 1.2 12 3.2
POS POS 109 25.8 127 335
NEG NEG 66 15.6 145 38.3
Total 423 100 379 100

* Basado en resultados IB.

Se detectaron diferencias significativas en Brasil y Nepal en cuanto a la clasi-
ficacion MB confirmada por la presencia de BAAR en el 59% (243 + 5/423) de los
pacientes MB brasilefios, pero s6lo en el 28 % (95 + 12/379) de los pacientes de
Nepal (tabla 2). El método utilizado en ambos paises para la baciloscopia es el
mismo y ambos disponen de un sistema de control de la calidad. Sin embargo,
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aun asi la calidad de la baciloscopia puede variar entre los dos paises. La propor-
cion de casos MB frotis positivos es significativamente menor en Nepal que en
Brasil (P<0.001). El gran grupo de pacientes MB con un resultado ML Flow posi-
tivo y frotis negativo (25.8 y 33.5 % de los pacientes MB en Brasil y Nepal, res-
pectivamente) es otro indicador de que el frotis cutdneo no es lo suficientemente
sensible. Estos casos frotis negativos pero seropositivos pueden representar casos
MB adicionales. La proporcién de pacientes MB, tanto ML Flow como bacilosco-
pia negativos, es sorprendentemente elevada en Brasil (66/423 = 15.6 %) y toda-
via mayor en Nepal (145/379 = 38.3 %) (Tabla 2). Suponemos que son pacientes
mal clasificados por el sistema OMS. Estos distintos porcentajes pueden estar in-
fluenciadas por las diferencias en la respuesta inmunolégica entra las dos pobla-
ciones y/o diferencias en la gravedad de la infeccion. También puede ser posible
que el punto ideal de corte para el nimero de lesiones que clasifica a los pacien-
tes como MB pueda ser distinto entre paises.

En Nigeria, sélo se compara el ML Flow con la clasificacion OMS, ya que el
frotis cutdneo no es una prueba rutinaria de las instituciones implicadas en el es-
tudio. Los datos presentados aqui de Nigeria presentan el uso del criterio OMS
para definir la lepra MB, pero en el campo hay una mayor tendencia a clasificar
los pacientes como MB, ya que se emplea un criterio de menos de cinco lesiones
mas los nervios afectados. De acuerdo con las evaluaciones del personal sanita-
rio, el 55.9 % (104/186) de pacientes presentaban cinco o mas lesiones y el 73.1 %
(136/186) compromiso neural mdltiple. Esto hizo que el 95.7 % de los pacientes
fueran tratados como MB, frente al 19 % si se aplica estrictamente el criterio OMS
(datos no presentados). Esto apoya la observacion (datos no presentados) que el
personal sanitario sobre-diagnostica la lepra MB en un intento de evitar pautas
farmacoldgicas demasiado cortas. Se dispone de resultados del frotis tanto de Bra-
sil como de Nepal y no habia diferencia significativa en el grado de sobre-diag-
nostico MB. Mientras que en Nigeria no se dispone de resultados de frotis cuta-
neos y esto probablemente afecta negativamente la confianza del personal
sanitario en el diagnostico y se produce como consecuencia un sobre-diagndstico
de lepra MB.

En nuestro andlisis de los datos hemos utilizado sélo el nimero de lesiones
cutdneas para clasificar a los pacientes, pero esto no es lo que ocurre en la prac-
tica. En los tres paises, aparte de la clasificacién recomendada por la OMS, tam-
bién se considera la afectacién neural. Nuestros resultados ponen de manifiesto
que la clasificacion OMS es un instrumento operativo adecuado, pero mal apli-
cado en la practica y probablemente muy dificil de implantar adecuadamente. En
la rutina diaria el ML Flow sera al menos igual de fiable, porque es un instru-
mento objetivo y le proporcionara al personal sanitario mas confianza en la clasi-
ficacién, sobre todo de pacientes PB. La solucién propuesta por la OMS a los pro-
blemas operativos es evitar completamente el tema de clasificacién mediante una
multiterapia uniforme MDT (UMDT), mediante el cual todos los pacientes recibi-
rian el mismo tratamiento durante el mismo periodo de tiempo. Sin embargo, la
UMDT puede no ser suficiente para los casos mas baciliferos, mientras que se so-
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bre-trataria a los pacientes PB y por tanto requiere mas tiempo y estudio su imple-
mentacion. A parte del tema del tratamiento, la distincién entre pacientes MB y
PB es importante por el riesgo de padecer reacciones y afectacion neural y la ne-
cesidad de una estrecha supervision durante y después de l[a MDT. Por tanto, su-
gerimos que el ML Flow seria una prueba que proporcionaria un medio de clasifi-
cacion que seria aceptable y aplicable en el campo para todos estos objetivos.

Si hay que evitar un tratamiento farmacolégico no adecuado entonces sélo
habria que analizar a los pacientes PB mediante el ML Flow y los pacientes positi-
vos serian tratados como MB. Utilizado de esta manera, el ML Flow también po-
dria detectar la mayoria de pacientes que son frotis positivos, pero han sido mal
clasificados como PB, porque sus lesiones son escasas o dificiles de ver: 81 %
(34/42) en Brasil y 93 % (13/14) en Nepal (Fig. 1).

Otra posibilidad seria utilizar el resultado del ML Flow como criterio Gnico
de clasificacién de pacientes para administrar tratamiento. Con este criterio, todos
los pacientes ML Flow positivos serian considerados como MB y todos los ML
Flow negativos como PB. Como resultado, en Brasil, Nepal y Nigeria respectiva-
mente 25 % (192 + 71/1071), 26 % (118 + 157/1066) y 48.9 % (86 + 5/186) de
los pacientes recibirian una pauta farmacoldgica diferente de la determinada por
la clasificacion OMS (Tabla 1). Representaria un incremento del 11.3 %y 43.5 %
de pacientes tratados como MB en Brasil y Nigeria, respectivamente y esto repre-
sentaria una disminucion del 3.7 % en Nepal. Del grupo de pacientes frotis positi-
vos, 4.5 % (5 + 8/290) y 10.7 % (12 + 1/121) estarian mal clasificados por el ML
Flow en Brasil y Nepal, respectivamente y tratados como PB, en comparacién al
2.8 % (8/290) y 0.8 % (1/121) que serian omitidos por la clasificacion OMS (Fig. 1).
Se requiere mas estudios para investigar si este grupo de pacientes mal clasifica-
dos como PB presentan un mayor riesgo de recidivas y/o reacciones.

Actualmente, hay estudios en marcha para evaluar la eficacia de 6 meses de
UMDT para todos los pacientes. La UMDT presenta la ventaja de facilitar la ad-
ministracién del tratamiento, pero la desventaja de que la pauta puede ser dema-
siado corta para los pacientes MB muy baciliferos ®. Seria muy Util una técnica
para determinar los pacientes MB muy infectados que necesitarian mas trata-
miento y daria mds confianza al personal sanitario para que aceptaran pautas mas
cortas para los demas. De momento, el ML Flow es demasiado sensible para esta
labor, ya que muchos PB y casos frotis negativos fueron seropositivos. La sensibi-
lidad de la técnica si que se podria ajustar para este punto en particular.

En conclusion, en los programas de control de la lepra en que no hay disponi-
bilidad de baciloscopia, el ML Flow podria ser utilizado para mejorar las decisiones
sobre el tratamiento a administrar. Puede reducir la necesidad de efectuar bacilos-
copias que son invasivas y con riesgo de infeccion por el personal sanitario. Incluso
si todos estos planteamientos consiguieran poder definir un tratamiento uniforme
para todos los pacientes, hay que recordar que los pacientes PB y MB presentan dis-
tintos niveles de riesgo para padecer leprorreacciones, afectacion neural, recidivas y
discapacidad. Distinguir entre pacientes con cargas bacterianas bajas o elevadas se-
guird por tanto siendo importante para un correcto control clinico®.
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NOTICIAS

CURSOS INTERNACIONALES
DE ESPECIALIZACION EN LEPRA

Edicion Personal Sanitario
L CURSO INTERNACIONAL DE LEPROLOGIA.

Curso especializado para personas que vayan a trabajar en el campo
de la erradicacion de la lepra

Fecha y lugar:

Del 1 al 5 de octubre de 2007

Sanatorio San Francisco de Borja, Fontilles.
Alicante (Espana)

Edicion Médicos ’
XLIV CURSO INTERNACIONAL DE LEPROLOGIA.

Fecha y lugar:

Del 19 al 23 de noviembre de 2007
Sanatorio San Francisco de Borja, Fontilles.
Alicante (Espana)

Informacion y secretaria:
Sanatorio San Francisco de Borja.
03791 Fontilles

(Alicante) ESPANA

Tel.: 00 34 96 558 33 50

Fax: 00 34 96 558 33 76

e-mail: rosana@fontilles.org

Fontilles, Rev. Leprol. 2007; 26(2):155-158 155



FE DE ERRATAS/CORRIGENDUM:

En nuestro anterior nimero aparece incompleta la siguiente noticia, que re-
producimos nuevamente en su totalidad.

REUNION ANUAL DE OMS SOBRE ULCERA DE BURULI
Ginebra (Suiza) 2-4 abril 2007

En el mes de abril ha tenido lugar en Ginebra en la sede de OMS la Reunién
anual sobre tlcera de Buruli. En ella han participado cientificos que trabajan en
dicha enfermedad, representantes de los Ministerios de Salud de los paises mds
afectados por [a misma y miembros de ONGs que apoyan la lucha.

Los representantes de los paises mas afectados hicieron una exposicion de las
casuisticas y trabajo realizado durante el afio 2006. La enfermedad sigue siendo
un problema de Salud Pdblica importante en numerosos paises africanos entre los
que destacamos Ghana, Togo, Benin, Costa de Marfil, Uganda, Repdblica Demo-
cratica de Congo, Guinea Konakry, Nigeria, Gabon, Camerin. También destaca-
mos la presencia de representantes de los Programas de Salud sobre esta enferme-
dad de Australia y PapGa Nueva Guinea.

En los Gltimos afos ha habido importantes avances en la lucha contra esta
enfermedad trabajandose con antibiéticos (Rifampicina, Estreptomicina, Amika-
cina, Claritromicina, Rifapentina, Moxifloxacino) que junto al tratamiento quirdr-
gico han hecho que su pronéstico sea mucho més favorable. Se estad trabajando
experimentalmente con pautas terapéuticas mas cortas y de mas facil aplicacion
sobre el terreno que hacen que el futuro de esta enfermedad sea mds esperanza-
dor. En algunos de los paises sus representantes comentaron todavia la dificultad
para que esta medicacion se pueda utilizar de forma regular

Se observa también avances en el diagndstico precoz de la misma, campanas
de educacién sanitaria y de rehabilitacién que tanta importancia tiene a la hora
de prevenir las discapacidades y secuelas que esta enfermedad puede ocasionar.

En cuanto a la investigacion sobre esta enfermedad sigue centrada en cuatro
areas bdsicas y fundamentales: medio ambiente, transmisién, diagndstico y varia-
cion de cepas, inmunologia y tratamiento, habiéndose producido avances que,
aunque se podrian denominar actualmente como pequenas, pueden resultar fun-
damentales en el futuro.

En cuanto a su transmisién y medio ambiente, se han identificado distintos
animales en Australia como infectados (caballos, gatos, marsupiales) pudiendo ser
reservorio del Mycobacterium ulcerans. En este pais también contaron los estu-
dios sobre la implicacion de los mosquitos en la transmision por picadura. Se ha
detectado en alguna zona con episodios de Ulcera de Buruli, DNA M. ulcerans en
un pequefio porcentaje de mosquitos mediante PCR. Se insisti6 en la necesidad
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de establecer directrices para el analisis mediante PCR de muestras medioambien-
tales. Mientras tanto en Africa, los estudios pretenden demostrar la transmisién
por picadura de insectos de tipo acudtico, principalmente de los Belastomatides.

En el apartado de diagnéstico sigue faltando un test serolégico rapido y eco-
nomico y se recomienda al menos dos pruebas de laboratorio para continuar el
diagnéstico: tincion, histopatologia, PCR o cultivo. Parece prometedor el empleo
del aspirado de la lesion mediante aguja fina como muestra facilmente conserva-
ble y transportable, y se cuestiona si un cultivo negativo significa esterilidad de la
lesion o infeccion por debajo del limite de deteccién del medio de cultivo.

Hay dudas sobre la eficacia en un porcentaje significativo de los casos con un
tratamiento antibiético de ocho semanas con rifampicina y estreptomicina i. m.
diaria. En Australia, al cabo de un ano, la cantidad de recidivas es minima. Ante
las dificultades de administrar puntualmente la estreptomicina, se estudiaron pau-
tas alternativas, de momento en ratones, sustituyendo la estreptomicina por clari-
tromicina.

La inmunologia de la infeccién parece determinada por la reaccién del hués-
ped frente a la toxina micolactona, como qued6 demostrado en un estudio donde
se demuestra que esta toxina afecta la produccién de chemocinas por las células
dendriticas. La toxina también puede inducir deterioro neural reversible.

La OMS destaca la importancia de esta reunién anual en su sede de Ginebra
para conseguir mas participacién e implicacion de los gobiernos y la comunidad
cientifica para afrontar esta enfermedad que ya forma parte del grupo de enferme-
dades tropicales olvidadas.
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ACTUALIDAD DE LOS PROYECTOS DE COOPERACION FONTILLES

PROYECTO HONDURAS - NICARAGUA

* Montserrat Pérez Lépez y ** Pedro Torres Mufioz

Choluteca, ciudad hondurefia capital del departamento que lleva el mismo
nombre, localizada al sur del pais en el valle del rio Choluteca, préximo a la
costa del golfo de Fonseca. Se encuentra a cien kilémetros al sur de la capital na-
cional Tegucigalpa. Ocupa un extenso y hermoso valle, casi en el centro del de-
partamento, con una elevacién de 47.5 m. sobre el nivel del mar. Es cruzada por
la carretera panamericana y otra internacional que, pasando por Guasaule, con-
duce a Nicaragua. En la ribera izquierda del rio Choluteca esta situada la ciudad.
Al norte, los municipios de Pespires, Orocuina y Apacilagua, al sur la republica
de Nicaragua, al este los municipios de Santa Ana de Yusguare y Namasiglie y al
oeste los municipios de San Lorenzo, Marcovia y Golfo de Fonseca. En esta zona
destaca el Golfo de Fonseca, una enorme bahia compartida entre El Salvador,
Honduras y Nicaragua. El clima del sur es célido y seco, contrastando con la gran
humedad de la costa norte.

Choluteca es la cabecera municipal del departamento de Choluteca. Esta
situado en la zona sur de la repuiblica de Honduras, en el valle del rio Cholu-
teca, proximo a la costa del golfo de Fonseca y se encuentra a 100 KMS al sur
de la capital, Tegucigalpa. Posee clima célido, beneficiandose de una buena in-
fraestructura viaria por el cruce de la carretera panamericana; tiene una exten-
sion territorial de 1,159.10 Kms? (105.900 hectareas), una elevacion de 4.715
metros sobre el nivel del mar y esta dividido en zona urbana = 49% y zona ru-
ral = 51% conformado por 26 aldeas, 372 caserios, 29.221 viviendas y 17.128
habitantes, con una tasa de analfabetismo del 25% en el drea rural y del 13.5%
a nivel urbano.

Cuenta con 133 escuelas (26 urbanas y 107 rurales), 12 institutos de educa-
cién media (8 privados y 3 oficiales o publicos) y tres universidades (2 publicas y
una privada) y en el drea sanitaria existe un hospital regional con 5 especialidades
y 32 centros de salud: 9 CESAMOS (Centro de Salud con Médico) en el area ur-
bana y 23 CESAR (Centro de Salud con Auxiliar de Enfermeria) en el area rural; a
nivel privado cuenta con 5 policlinicas. Es un importante centro agricola, gana-
dero y camaricultor, que se ha configurado en los dltimos tiempos como el polo
de desarrollo econémico de la zona sur de Honduras.

* Asesora cientifica, Fontilles.
** Jefe Laboratorio Sanatorio San Francisco de Borja, Fontilles.
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El presente estudio se realizara en la unidad de salud “El Porvenir”, que tiene
una superficie territorial de 238 manzanas, 19 Kms, 2.501 viviendas y 12.624 ha-
bitantes; de estos 3.206 son mujeres en edad fértil. Tiene 27 areas de influencia,
10 en drea urbana y 17 en el drea rural. Sus hogares estan caracterizados por 2 o
mas NBI lo que los ubica por debajo de la linea de pobreza, haciéndolos vulnera-
bles a padecer diversas enfermedades relacionadas con sus condiciones de vida y
que pueden ser prevenibles.

JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Ante el notable incremento de los casos diagnosticados de lepra paucibacilar
(PB), especialmente en nifios menores de 14 afos, por los médicos nicaraglienses
de la Asociacién para el Desarrollo de los Pueblos (ADP) en el Departamento de
Chinandenga (Nicaragua), y ser esta forma de dificil diagnéstico diferencial con la
leishmaniasis atipica, también endémica en esta zona, la Asociacién Fontilles de-
cide confirmar la presencia de este fendmeno.

En abril del aflo 2002 se disefia un proyecto conjunto de colaboracién entre
la Universidad Miguel Hernandez de Alicante y la University College de Londres
con la Asociacion Fontilles, que se presenta y es aprobado en una convocatoria
de ayudas por la Generalitat Valenciana.

El equipo de investigacién formado visita la zona, examina clinicamente los
casos y obtiene muestras biologicas que son transportadas y procesadas en Ingla-
terra y Espafa. El andlisis empleando técnicas de dltima generacién confirma que
las lesiones observadas corresponden a casos de leishmaniasis atipica en su ma-
yoria, pero se confirman casos de lepra de tipo PB infantil e incluso tres casos de
coinfeccién con ambos patégenos. También se constata la presencia de portado-
res aparentemente sanos de DNA M. leprae nasal en la comunidad y la presencia
del bacilo en muestras medioambientales de tierras.

El Departamento de Chinandenga limita al norte con el Departamento de
Choluteca (Honduras) y la similitud, tanto geografica como de poblacién, entre
las dos zonas hizo presuponer la posibilidad de la existencia de este mismo fe-
némeno en el lado hondureno. Esto fue confirmado por el Dr. Nelson Caballero
(ADP) durante una visita de cribaje y bisqueda activa de casos por diversos mu-
nicipios de Choluteca, al mismo tiempo que impartié un curso de formacion y
deteccion de lepra para el personal sanitario, tanto médico como paramédico,
de la zona.

El equipo sanitario de Fontilles, de acuerdo con la Dra. Lesny Ruth Fuentes,
encargada del programa de lucha contra la lepra del sur de Honduras, decide
visitar este departamento y elabora un programa de trabajo con los siguientes
objetivos:

— Confirmacion del diagnéstico clinico de Hansen y su diagndstico diferen-
cial con leishmaniasis mediante la obtencién de biopsias de las lesiones
mas caracteristicas y su analisis con técnicas de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).
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— Toma de muestras nasales con torundas para evaluar el posible papel de
los portadores sanos en la transmisién y mantenimiento de la infeccion en
la comunidad.

— Obtener muestras de tierra de la zona para intentar detectar DNA M. le-
prae y confirmar su presencia medioambiental.

ACTIVIDADES REALIZADAS

Se visitaron los tres municipios del Departamento de Choluteca mencionados
anteriormente y se incluyeron en el estudio 111 personas clasificadas en los si-
guientes grupos:

— 24 posibles nuevos casos de lepra (13 < 15 afios)
— 32 familiares convivientes de estos pacientes
— 55 controles (personas sin lesiones que conviven en la misma zona)

Todos los casos sospechosos clinicamente de ser lepra fueron biopsiados y
la muestra llevada a Londres para su posterior andlisis mediante Biologia Mole-
cular. Al mismo tiempo durante la visita, el equipo de Fontilles imparti6é un semi-
nario de actualizacion sobre la enfermedad de Hansen; primero en Choluteca, al
que asistieron 41 personas entre médicos y personal sanitario y, posteriormente,
en Managua con 24 cursillistas y con una jornada practica en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Prof. Huete de la Universidad Centroamericana de Mana-
gua, sobre la aplicacion de la técnica PCR para el diagnéstico diferencial entre
lepra y leishmania.

El estudio queda pendiente del andlisis y los resultados de las muestras ob-
tenidas, ademas del apoyo a las autoridades sanitarias de Choluteca, para que
puedan ir implementando el programa de deteccion activa de la lepra en el de-
partamento.

161






FORMACION CONTINUADA

BACTERIOLOGIA

*Pedro Torres Munoz

INTRODUCCION

La lepra es una enfermedad infecciosa cronica causada por Mycobacterium
leprae, un bacilo dcido-alcohol resistente (BAAR), caracterizada por un largo
periodo de incubacién de generalmente afios y que se manifiesta sobre todo al
sistema nervioso periférico y piel. Afecta solamente a una reducida proporcion de
individuos “susceptibles” y presenta un espectro clinico muy amplio de acuerdo
con la respuesta inmunoldgica del huésped.

Aunque M. leprae fue el primer patégeno bacteriano humano identificado en
1873 por G. H. Armauer Hansen, todavia no ha podido ser cultivado en medios sin-
téticos ni existe una vacuna eficaz para su prevencion. Considerado castigo divino
desde tiempos biblicos, ha sido motivo de rechazo y aislamiento social para millo-
nes de individuos que la han padecido y que todavia persiste en nuestros dias.

CARACTERISTICAS GENERALES DEL MYCOBACTERIUM LEPRAE
a) Aspectos microbiolégicos

M. leprae fue descubierto por el Dr. Gerhard Armauer Hansen en Noruega en
1873, siendo la primera bacteria patégena descubierta. Se trata de un bacilo intra-
celular obligado, inmévil y no esporulado, de 0.3 — 0.5 mm. de didmetro por 4.0 —
7.0 mm. de largo, incluido dentro del Orden Actinomycetales, familia Myco-
bacteriaceae, Gram positivo débil y acido-resistente. Tanto el método clasico de
tincion de Ziehl-Neelsen como las técnicas de fluorocromos se basan en la propie-
dad que poseen de retener colorante después de su exposicion a acido-alcohol
(acido clorhidrico-etanol) propiedad atribuida a los acidos micélicos de su pared
celular. La pared es el componente mas importante. Contiene peptidoglicano com-
puesto por cadenas alternantes de N-acetilglucosamina y N- glicosilmuramico uni-

* Jefe Laboratorio Sanatorio San Francisco de Borja, Fontilles.
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das por puentes peptidicos que estan unidas a la capa de galactano por el arabino-
galactano. Los acidos micodlicos, el elemento mas abundante de la pared, se en-
cuentran esterificados con las unidades arabinosas. El lipido mas dominante de la
pared celular y que confiere especificidad inmunoldgica al M. leprae es el glicoli-
pido fendlico en concreto el de la familia T (PGL-1). Estudios recientes revelan
que el PGL-1 esta comprometido en la interaccién del M. leprae con la laminina
de la célula de Schwann, es decir parece ser que desempena un papel importante
en la interaccién nervio periférico-célula de Schwann. Estudios del genoma del
Mycobacterium leprae y sobre todo de tipo genémico comparativo con otros pa-
tégenos bacterianos revelan que el genoma del M. leprae contiene la mayoria de
genes necesarios para la formacién de este complejo polimero peptidoglicano-
arabinogalactano-micolato con algunas excepciones como son la ausencia de dos
genes comprometidos en la sintesis de poliprenil-fosfato (dxs-Il y idi), un gen
(fabH) implicado en la sintesis del meromicolato y un gen glicosiltransfera-
sa(pimB) comprometido en la biosintesis del fosfatidilinositol, fosfatidillinositol
mandsido, lipomanano y lipoarabinomanano.

b) Crecimiento

Se divide por fisién binaria cada 12-14 dias (tiempo de generacién muy pro-
longado). No se ha conseguido que crezca en medios artificiales pero se puede
mantener viable y metabélicamente estable a 33°C en medio 7H12 durante varias
semanas, en armadillos muertos durante 21 dias y en tierra con temperatura 6p-
tima de 30°C durante 45 dias. Su propagacién ha quedado limitada al empleo de
modelos animales incluyendo el armadillo y ratones normales atimicos y de tipo
knock-out. M. leprae se destruye en autoclave tras 20 minutos a 121°C y por irra-
diacién gamma de 2.5 Mrad (2.5 x 10* Gy) de una fuente de Co®.

c¢) Metabolismo

Uno de los principales motivos por los que resulta tan interesante investigar
los aspectos metabdlicos del M. leprae es poder determinar si se puede formular
algtin medio que consiga su crecimiento in vitro y conocer rutas metabdlicas que
permitan desarrollar nuevos principios activos contra el M. leprae. La secuencia-
cién del genoma ha mejorado los conocimientos sobre las capacidades metabdli-
cas del M. leprae. Se han identificado genes que revelan la capacidad del M. le-
prae de generar energia oxidando la glucosa a piruvato mediante ruta Embden-
Meyerhof-Parnas. En cuanto a la degradacion de lipidos M. leprae presenta genes
para la B oxidacién, pero comparado con M. tuberculosis muy pocos genes para
la lipdlisis. No puede utilizar el acetato como fuente de carbono ya que sélo pre-
senta pseudogenes para los enzimas necesarios para este proceso. En resumen
M. leprae presenta menos enzimas que intervienen en las rutas de degradacion de
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compuestos para la obtencion de carbono y nitrégeno que M. tuberculosis. Otro
inconveniente asociado con el metabolismo del M. leprae es que el bacilo ha per-
dido los sistemas de transferencia anaerébicos y microaerofilicos de electrones y
que la cadena respiratoria aerébica esta severamente dafiada imposibilitando que
el M. leprae genere ATP de la oxidacion del NADH.

En contraste con la reduccion de las rutas catabdlicas las capacidades anabé-
licas del M. leprae parecen estar al completo (sintesis de purinas, piramidinas, nu-
cledsidos, nucleétido y la mayoria de vitaminas y cofactores).

d) Genoma, transcriptoma y proteoma
Genoma

Se emple6 para la secuenciacién del genoma del M. leprae, DNA proce-
dente de bacilos obtenidos de la piel de un paciente multibacilar de Tamil Nadu
(cepa TN) inoculados y purificados del higado de un armadillo de nueve bandas.

De la comparacién de los genomas del M. leprae y M. Tuberculosis se de-
duce que el M. leprae ha padecido un caso extremo de evolucién reductiva
que se refleja en un genoma mucho menor (3.3 Mb M. leprae versus 4.4 Mb
M. Tuberculosis) y una mayor reduccién de su contenido G+C (58% M. leprae
versus 66% M.Tuberculosis). M. leprae presenta 1.614 marcos abiertos de lec-
tura comparado con los 3.993 de M.Tuberculosis. También, destacan los
1.133 genes inactivados (genes perdidos por mutaciones o pseudogenes) com-
parado con 6 pseudogenes de M. Tuberculosis. Como resultado de todo esto,
menos del 50% del genoma del M. leprae codifica genes funcionales y esta re-
duccion del genoma ha llevado consigo la eliminacién de varias rutas metabo-
licas con el resultado final de un bacilo con unos requerimientos muy especi-
ficos para su desarrollo y crecimiento que revelan porqué es un pardsito
intracelular obligado.

Transcriptoma

El andlisis transcripcional de los genes del M. leprae permite identificar genes
que se transcriben de manera activa durante la infeccion y que quizas pasen inad-
vertidos al estudiar s6lo el proteoma del M. leprae. Para identificar los genes
transcritos durante la infeccion, los transcritos que se desarrollan en ratones des-
nudos atimicos se han evaluado con PCR-transcripcion reversa y tecnologias
DNA microarray de especies cruzadas con un microarray M. Tuberculosis. Se de-
tectaron transcritos para 221 marcos abiertos de lectura que incluyen genes com-
prometidos en la replicaciéon DNA, division celular, secrecién proteica SecA-de-
pendiente, produccién de energia y transporte de hierro y almacenamiento, asi
como genes comprometidos en la virulencia.
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Estos resultados indican que M. leprae cataboliza acidos grasos para obtener
energia, produce proteinas secretoras, produce proteinas comprometidas en el
transporte, almacenamiento y regulacion del hierro y también se transcriben algu-
nos genes comprometidos en virulencia en M. Tuberculosis.

El poder identificar genes asociados con el crecimiento y supervivencia du-
rante la infeccion nos puede conducir a una mejor comprensién de la capacidad
del M. leprae para causar infeccion.

Proteoma

El proteoma son las proteinas expresados por organismo en unas condiciones
determinadas, es el complemento funcional de cualquier genoma. Comprender la
base del crecimiento del M. leprae, su virulencia e inmunogenicidad es el obje-
tivo de los estudios protedmicos para mejorar el tratamiento farmacolégico y con-
trol de la lepra. Antes de la secuenciacién del genoma del M. leprae en 2001 el
analisis de proteinas dependia del fraccionamiento subcelular de bacilos purifica-
dos y del cribaje de genotecas con preparados o reactivos inmunoldgicos. Esta
Gltima técnica resulté ser la mas dtil e incrementé a mas de 40 el nimero de pro-
tefnas purificadas y caracterizadas. El gran inconveniente de esta técnica es que
no se detectan las proteinas no inmunogénicas. Brennan et al. han combinado la
técnica de fraccionamiento subcelular con cribaje inmunolégico y el andlisis
quimico de las proteinas purificadas con microsecuenciacion y espectrometria de
masas consiguiendo identificar proteinas de los principales compartimentos celu-
lares, incluyendo el citosol, membrana y pared celular. Mediante el analisis ge-
némico comparativo con M. Tuberculosis parece ser que aproximadamente al
50% de los marcos abiertos de lectura del M. leprae se les puede asignar funcio-
nes de tipo putativo y la otra mitad aparentemente codifica proteinas hipotéticas.
Con todo esto se intenta determinar lo que esta bacteria puede y no puede hacer
y aplicarlo para evaluar las condiciones que incrementan o suprimen la viabilidad
del M. leprae cuando se intenta cultivar en medios artificiales, identificar protei-
nas Utiles para el diagndstico o potenciales vacunas. Las proteinas purificadas de
armadillos, ratones y tejidos humanos por definicion adolecen de proteinas secre-
tadas. Mediante planteamientos bioinformdticos se han identificado los genes ba-
sicos necesarios para un sistema secretor SecA dependiente funcional y Williams
et al. han demostrado que todos los genes del sistema SecA dependiente se trans-
criben durante el crecimiento del M. leprae en la almohadilla plantar del ratén
desnudo y que se transcriben algunas 25 proteinas de caracter secretoria. Por
tanto el M. leprae tiene potencial de secretar proteinas, algunas de las cuales no
han sido evaluadas inmunolégicamente.

Por su relativamente pequeio genoma y todavia menor proteoma, el M. le-
prae constituye un importante modelo para evaluar el nimero minimo de genes
que requiere un pardsito intracelular obligado.
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e) Epidemiologia y diferenciacion de cepas

El periodo de incubacién, observado en veteranos de guerras en zonas en-
démicas, es entre 2-5 afios para las formas paucibacilares y de 8-12 afios para las
multibacilares. Sin embargo en nativos de zonas endémicas se han diagnosticado
casos de lepra documentados hasta en un nifio de 3 semanas en Martinique, si-
tuandose el maximo de incidencia entre 10-20 anos.

Al contrario que en otras enfermedades en la lepra es dificil identificar los
3 puntos de referencia comprometidos en la transmision es decir, exposicién, in-
feccion y enfermedad. La exposicion presenta el problema de identificar de ma-
nera clara y definida la fuente de infeccién en muchos casos confusa, debido al
generalmente largo periodo de incubacién. El principal reservorio del M. leprae
lo constituyen los pacientes lepromatosos con elevada carga bacilar, ocasional-
mente los tuberculoides y recientemente ha adquirido interés el posible papel de
los portadores sanos que sin padecer la enfermedad pueden transmitirla. Reservo-
rios no humanos de bacilos pueden ser armadillos salvajes del Sur de Estados
Unidos y Centro América, incluso primates de la especie mangabey o vectores de
tipo artrépodo.

Los recientes descubrimientos sobre la viabilidad del M. leprae, hasta de 21
dias en armadillos muertos y 45 dias sobre tierra en condiciones optimas de tem-
peratura y humedad, han puesto de relieve la posible intervencion de objetos ina-
nimados como posible fuente de infeccion. El organismo puede propagarse a tra-
vés del aire, agua o alimentos, vectores (insectos, etc.) y penetra en el cuerpo
humano por la piel alterada, via oral, via respiratoria, membranas mucosas o
inoculaciones (insectos, transfusiones, etc...). La via mds probable parece ser la
respiratoria al inhalar gotitas de Pflligger, sin descartar llceras o nédulos abiertos
de un paciente multibacilar sin tratar, donde por estimaciones a partir de su
indice Bacteriolégico (IB) puede albergar hasta 11 trillones de bacilos en su orga-
nismo y aproximadamente 10° microorganismos en mucosa nasal.

El inicio de la enfermedad esta influenciada por una serie de factores que
afectan al huésped, geogréficos, genéticos, socio-econémicos, edad, sexo, vacu-
naciones previas, etc. Tampoco resulta claramente definido debido a la natura-
leza insidiosa de la enfermedad y a su largo periodo de incubacién.

Al completarse la secuenciacién del genoma del M. leprae se han identifi-
cado una serie de repeticiones en tandem con potencial para distinguir diferentes
cepas de M. leprae. Asi Shin et al. demuestran diversidad en muestras de biopsias
obtenidas en pacientes de Filipinas basadas en la frecuencia de repeticiones TTC.

Los polimorfismos tipo nucleétido Gnico (SNP) presentan mucha menos di-
versidad (frecuencia: ~1 por 28kb); de las mas bajas detectadas en patégenos hu-
manos. Solo se han identificado 3 SNPs. La variacién en SNPs se correlaciona
con el origen geografico de la cepa y el andlisis de cepas de distintos continentes
ha permitido predecir la evolucién y diseminacion global de la enfermedad. Apa-
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rentemente es originaria del este de Africa u Oriente Proximo. Los europeos y afri-
canos del norte introdujeron la enfermedad en las Américas durante los Gltimos
500 afnos.

f) Cultivo del Mycobacterium leprae

No se ha podido cultivar en medios sintéticos, pero se consigue mantener en
medios axénicos en un estado metabdlico estable durante algunas semanas. Algu-
nas practicas corrientes del laboratorio como incubaciones a 37°C, reducen mu-
cho su viabilidad pero esta se mantiene estable durante varias semanas en medio
7H12 a 33°C. Por este motivo su crecimiento y propagacion ha quedado restrin-
gido a modelos animales, incluyendo armadillos, ratones inmunocompetentes y
atimicos y ratones knock-out.

g) Vacuna contra la lepra

Aunque la multiterapia farmacolégica (MDT) ha sido muy eficaz disminu-
yendo desde 1982 el nimero de paises que han conseguido la meta de elimina-
cion de la OMS (menos de un caso por 10.000 habitantes) de 122 paises hasta 15 al
final del afio 2000, todavia se registraron durante ese afo 719.930 casos. La mayo-
ria de expertos opinan que una disminucién significativa de la incidencia anual
s6lo se conseguird con una vacuna eficaz, ya que generalmente, cuando se diag-
nostica la enfermedad y se administra la MDT sobre todo en los casos multibacila-
res, el largo periodo de incubacién posibilita se hayan infectado otros individuos.

El primer intento de inmunoprofilaxis contra la lepra data de 1890 con los ex-
perimentos de Robert Koch, quien empled su “liquido marrén” para tratar la tu-
berculosis y pocos meses después utilizé la misma sustancia para el tratamiento de
la lepra. Los intentos de desarrollar una inmunoprofilaxis efectiva contra la lepra
son mds recientes siendo la BCG (bacilo Calmette-Guérin) el primer preparado em-
pleado como potencial vacuna contra la lepra, en el ensayo de Fernandez en
1939. La BCG ha demostrado ser eficaz en algunos ensayos como inmunoprofila-
xis frente a la lepra incluso con mas eficacia que contra la tuberculosis. Asi en dis-
tintos ensayos clinicos iniciados alrededor de 1960 la eficacia protectora de la
BCG frente a la lepra variaba desde un 80% en Uganda hasta el 20% en Myanmar,
siendo en general la proteccioén total deficiente, excepto en el estudio de Uganda.
El Consejo para la Investigacién Médica de la India llevé a cabo un ensayo de
campo en que comparaba dos vacunas indias obtenidas de distintas micobacterias
(M. we ICRC) y los dos preparados de la OMS (BCG y BCG con M. leprae inacti-
vado) con un grupo placebo en un ensayo controlado a doble ciego y aleatorio en
Chennai al sur de la India en enero de 1991. Participaron 171.400 individuos de
ambos sexos con edades comprendidas entre 1-65 afios y no hubo ninguna inci-
dencia de efectos adversos después de las vacunaciones que obligaran a suspender
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o detener el estudio. Los cédigos se descifraron en 1998 y, aunque la incidencia
en la zona no era muy elevada para verificar la eficacia protectora de los candida-
tos a vacunas contra las formas progresivas y graves de la lepra, si fue posible eva-
luar la eficacia protectora total para cada preparado candidato:

Preparado Eficacia protectora total
ICRC 65.5%
BCG + M. leprae inactivado 64.0%
BCG 34.1%
Mycobacterium w 25.7%

Los resultados del ensayevidencian que tanto el ICRC como los dos prepa-
rados OMS consiguen niveles de proteccion aceptables para la salud piblica y
merecerian mas estudios para confirmar su posible aplicacién como inmunoprofi-
laxis contra la lepra. El planteamiento de la OMS afirmando que la situacion de la
lepra como problema de salud publico esta bajo control con la administracién de
la MDT vy los inconvenientes de emplear vacunas vivas como BCG en individuos
HIV infectados en los que podria ser causa misma de enfermedad, han contri-
buido a que no se hayan llevado a cabo mas estudios inmunoprofildcticos contro-
lados a gran escala con estos preparados.

Ante los problemas mencionados anteriormente con el empleo de vacunas
vivas atenuadas y la ineficacia que presentan algunas vacunas inactivadas, por-
que quizas no contengan suficiente cantidad de antigenos protectores o presenten
antigenos con actividad inmunosupresora, se tiende actualmente a intentar de-
sarrollar vacunas formadas por un nimero reducido de antigenos proteicos espe-
cificos, obtenidos y purificados a partir del estudio y la informacién proporcio-
nada del genoma del agente infeccioso en cuestion.

En el caso de la lepra, la reciente secuenciacién de su genoma posibilita el
poder emplear las dltimas tecnologias disponibles en el campo de la Biologia Mo-
lecular para desarrollar una vacuna con antigenos seleccionados, es decir de tipo
sub-unitaria. Un planteamiento practico y efectivo para aplicar una vacuna de
este tipo es combinar los antigenos obtenidos y seleccionados del M. leprae con
los ensayados actualmente para la tuberculosis para conseguir la inmunizacién
del huésped frente a las dos enfermedades.

MODELOS DE EXPERIMENTACION ANIMAL
Rees divide la investigacion experimental animal de la lepra en dos eras:
1874-1960 (“edad oscura”), post 1960 (el modelo almohadilla plantar de Shepard).

Esta primera época destaca por el empleo de muchos modelos animales (gatos,
gallinas, canarios, conejos, etc.) aplicando muchos protocolos distintos y sin conse-
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guir el pasaje seriado de la infeccién. Entre los inconvenientes de la época, recono-
cidos hoy, estan la poca calidad de los in6culos obtenidos de los nédulos y lesiones
de los pacientes lepromatosos sin tratar, desconocer el tiempo de generacion tan
prolongado del bacilo y su preferencia por las zonas mas templadas del cuerpo.

A partir de 1960, con la descripcién del modelo de inoculacién en almoha-
dilla plantar del ratén de Shepard, se consiguié el pasaje de la infeccion entre los
ratones y un sistema de evaluacién de la susceptibilidad antimicrobiana de poten-
ciales nuevos principios activos farmacoldgicos. Se utilizaron distintos modelos,
desde el ratén inmunolégicamente normal, ratén desnudo, ratones knock-out y
armadillo, principalmente.

Mediante el empleo del ratén desnudo (timectomizado), se puso en eviden-
cia la importancia de los linfocitos T en la resistencia del huésped frente a la in-
feccion. Mientras que en el ratén inmunocompetente la inoculacién de algunos
miles de bacilos consigue una reproduccion de 10° bacilos de forma localizada y
sin evidencia clinica de enfermedad en el ratén timectomizado, se consiguen
hasta 10" bacilos por almohadilla con indicios de diseminacion.

Actualmente, mediante el empleo de distintas técnicas, se puede conseguir
inactivar un gen especifico y observar los efectos resultantes de la pérdida directa
del gen, asi como los mecanismos compensatorios operativos en su ausencia. Son
los denominados ratones knock-out (KO) y se dispone comercialmente de distin-
tos tipos (incapaces de producir alguna citosina especifica, sin receptores especifi-
cos o que adolecen de algiin marcador superficial). De entre los distintos tipos
empleados en el estudio de la lepra destacan los:

(INOS)KO(NOS27): son incapaces de producir compuestos de nitrégeno re-
activos y no pueden inhibir la actividad metabdlica del M. leprae in vitro; presen-
tan una expresion de citocinas tipo Th-1 incrementado y sus caracteristicas gene-
rales son similares a las de la lepra BT en humanos.

(IFN-y)KO(IFN-y*): las almohadillas plantares no presentan granulomas orga-
nizados, la respuesta citocinica es de tipo Th-2 y representa un modelo similar al
BB-BL humano.

Actualmente hay en estudio el desarrollo de otros modelos.

Armadillos de nueve bandas

En 1968 Kirchheimer y Storrs observaron la temperatura corporal del arma-
dillo (30 a 35°C) y demostraron que son susceptibles a la infeccién por M.
leprae. El armadillo de nueve bandas (Dasypus novemcintus) es el Gnico animal
inmunolégicamente intacto que desarrolla una infeccion por M. leprae total-
mente diseminada. La inoculacion intravenosa con 10° a 10° bacilos consigue,
después de un periodo aproximado de 18 meses, incrementos del orden de 10°.
Al sacrificar y purificar el sistema reticuloendotelial del animal se consiguen can-
tidades de bacilos purificados cercanas al gramo. Desarrollan la enfermedad

170



aproximadamente el 65 % de los animales experimentalmente inoculados y pre-
sentan inestabilidad inmunolégica en las formas intermedias del espectro, igual
que en formas humanas.

Presentan formaciones granulomatosas frente al M. leprae idénticas a las ob-
servadas en humanos y son los que experimentan la forma lepromatosa los mas
baciliferos. De ellos se obtiene la lepromina derivada de armadillo (lepromina-A).
Es el Gnico animal que presenta proteccién frente al M. leprae mediante la vacu-
nacién con BCG de manera parecida a los humanos.

Los armadillos constituyen un buen modelo para el estudio, tanto de la sus-
ceptibilidad como de la variabilidad en la resistencia a la infeccién mediante va-
cunacion o tratamiento, ademas de la afectacion de los nervios periféricos como
modelo de compromiso neural lepromatoso en humanos.

Habitan zonas de América del Sur y Central y del centro sur de Estados Uni-
dos. Son un reservorio natural del bacilo y pueden ser vehiculo de propagacion y
exposicion al bacilo, pero su impacto real en la transmisién de la enfermedad to-
davia no esta bien determinado.

METODOS DE DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE HANSEN

El diagndstico actual de la lepra sigue basandose todavia en los mismos prin-
cipios del siglo pasado. Los criterios empleados son clinicos, histolégicos y bacte-
riolégicos. En determinados casos, que no resultan muy bien definidos, el diag-
nostico es susceptible a interpretaciones subjetivas y por tanto a error.

Métodos convencionales

Los métodos convencionales, que siguen representando la base del diagnés-
tico habitual de una lepra, son el examen microscépico con deteccion de bacilos
acido-alcohol resistentes (BAAR) a partir de la lesion u otras muestras y la prueba
inmunodiagnéstica de la lepromina, como estudio de la respuesta inmune celular.

Todas las muestras clinicas remitidas para la determinacion de una posible
infeccion por M. leprae deben examinarse en busca de BAAR. La caracteristica de
acido-resistencia, practicamente exclusiva de las micobacterias, hace que el exa-
men microscopico tenga una importancia fundamental. Tanto el método clasico
de tincion de Ziehl-Neelsen como las técnicas con fluorocromos, se basan en la
misma propiedad de retencién bacteriana del colorante después de su exposicion
a un 4cido-alcohol. El hallazgo de bacilos acido-resistentes en las muestras sélo
indicaria la presencia de micobacterias ya que no identifica la especie.

La baciloscopia, tanto de linfa procedente de lesiones activas, previamente
activas o de aquellos puntos mas habituales de albergar bacilos, como la de ras-
pado nasal, por microscopia directa con objetivo de inmersién, presenta un limite
practico de deteccién minimo de 10* bacilos BAAR/mL. Por tanto cualquier canti-

171



dad de bacilos inferior no serian detectados y como resultado se produciria un
error diagnéstico. Es el limite de sensibilidad de la técnica y por tanto uno de sus
inconvenientes.

La cantidad de bacilos que se encuentran con estas técnicas varia considera-
blemente, de acuerdo con los diferentes tipos de lepra y con la etapa de desarro-
llo de la misma. Para intentar estandarizar al maximo el sistema de determinar el
nimero de bacilos en las preparaciones observadas al microscopio, se utilizan
dos indices: el indice bacteriano (IB) y el indice morfolégico (IM). El IB sigue una
escala logaritmica de 0 a +6, que estima la cantidad de bacilos detectados en
100 campos microscépicos con objetivo de inmersion y previa tincién de la
muestra por método de acido-alcohol resistencia. Con un tratamiento efectivo el
nimero de bacilos desciende, junto con cambios en su forma. Estos cambios en
la forma se miden con el IM que nos da la proporcién de bacilos tefidos uni-
forme e intensamente (enteros) y considerados viables después de observar con
el microscopio 100 bacilos de la muestra. La viabilidad de estos bacilos enteros
se demuestra con su inoculaciéon en almohadilla plantar de ratén, donde origi-
nan un crecimiento limitado que se observa con la inflamacién en el sitio de
inoculacién y la obtencion de bacilos en suspensiones procedentes de estas al-
mohadillas después de sacrificar el animal a los 6-8 meses de la inoculacion. Si
la morfologia de los bacilos no disminuye con el tratamiento es que el paciente
no toma éste con regularidad o hay bacilos resistentes a la misma.

La prueba de la lepromina fue descrita por Mitsuda y Hayashi, quienes des-
cribieron en 1916 una reaccion en enfermos de lepra por la inyeccién intradérmi-
ca de una emulsién rica en bacilos y que se hizo publico durante el Congreso In-
ternacional de Lepra de Estrasburgo de 1923. Las reacciones se observaban a los
21-28 dias de la inoculacién y eran positivas en todos los enfermos de Hansen
paucibacilares y sin embargo negativas entre los multibacilares. También eran po-
sitivas en individuos sanos convivientes y no convivientes de enfermos de Hansen
y se le atribuy6 valor pronéstico y de clasificacion del paciente de lepra en el es-
pectro inmunoldégico de la enfermedad. Fernandez, en 1940, observé una reac-
cién a las 48 horas de la administracion del antigeno, tipo hipersensibilidad retar-
dada (DTH), que se correlacionaba casi totalmente con la tardia en los enfermos y
algo menos en sanos no convivientes. En 1946, durante la 2.* Conferencia Pana-
mericana sobre la Lepra, celebrada en Rio de Janeiro (Brasil), se denominé reac-
cién de Fernandez a la reaccién de 48 horas y reaccién de Mitsuda o lepromino-
rreaccion a la lectura tardia a las 3- 4 semanas.

Hasta 1960, la lepromina se obtenia de lepromas de pacientes con lepra
lepromatosa. Estos lepromas se autoclavaban y el leproma resultante se
homogeneizaba en mortero con un sistema de estandarizacién en base a su
peso. La disponibilidad del material empleado, lepromas humanos, era escaso,
variable e impredecible en su contenido bacilar. Desde 1975 se emplea lepro-
mina obtenida de bacilos de M. leprae extraidos del higado de armadillos ex-

172



perimentalmente infectados con un protocolo estandarizado de extraccion y
purificacién, elaborado por la OMS, a una concentracién aproximada de 4
x107 bacilos/mL. Se inyecta 0.1 ml intradérmicamente en el antebrazo derecho
de cada individuo y a los 21 dias se mide la longitud en milimetros del didme-
tro del halo de induracién.

La interpretacion de los resultados es:

Negativa: ausencia de halo o este es inferior a 5 mm.

Positivo débil: halo eritematoso, infiltrado de 1 cm a 1.5 cm.

Positivo: igual halo de reaccién, pero el eritema es de 1.5 a 2cm, llegando
incluso a ulcerarse.

Métodos de diagnéstico actuales: serolégicos y moleculares

A pesar de ser uno de los primeros patégenos descubiertos por el hombre en
la actualidad, el Mycobacterium leprae sigue sin ser cultivable in “vitro”. El diag-
nostico de rutina de la lepra sigue estando basado en el estudio de las manifesta-
ciones clinicas del paciente y secuelas neuroldgicas asociadas.

En el diagnéstico de laboratorio, el examen histolégico de las lesiones cuta-
neas confirma el cuadro clinico mediante la deteccién de BAAR. Aunque la histo-
patologia, junto con la baciloscopia, tanto de lesiones cutdneas como de moco
nasal, parecen adecuadas para el diagnéstico en la mayoria de los casos de lepra,
la utilizacion de estas técnicas convencionales presenta el problema de falta de
sensibilidad y especificidad, sobre todo cuando los sintomas clinicos son equivo-
cos. Estas técnicas convencionales no permiten diferenciar las distintas especies
de BAAR y ademas su limite inferior de deteccién por microscopia optica es tan
s6lo de aproximadamente 10* BAAR/ mL. Cuando no se confirma la presencia de
estos bacilos dcido-alcohol resistente en las lesiones, no se puede diagnosticar
de manera definitiva lepra.

El no disponer de técnicas adecuadas ha dificultado el conocimiento de la
transmision de la enfermedad y de los principales reservorios de la infeccion. Re-
sultaria deseable la identificacion de individuos o grupos de poblacién con alto
riesgo de contraer la enfermedad aplicando alguna de las técnicas actuales de
diagnéstico microbiolégico. Tampoco se dispone actualmente de técnicas para
el control y seguimiento de la multiterapia medicamentosa recomendado por la
OMS para la deteccion precoz de resistencias. Debido a todos estos inconve-
nientes, en los Gltimos anos se han intentado desarrollar métodos alternativos,
tanto en el campo de la serologia, para detectar respuestas humorales al dispo-
ner ya de antigenos especificos del bacilo, como con la aplicacién de técnicas
de amplificacién de DNA gendmico para la deteccion de fragmentos de DNA de
M. leprae en la lesién, que resulten mds sensibles y especificas en las diferentes
formas de la enfermedad.
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Métodos de diagnoéstico serolégico: potencial y limitaciones

Con los métodos seroldgicos se trata de detectar la respuesta humoral a los
antigenos del M. leprae. Los estudios inmunolégicos sobre la lepra indican que
las distintas formas de la enfermedad presentan un espectro distinto. La lepra le-
promatosa se caracteriza por ser muy bacilifera y presentar una respuesta inmu-
nolégica mediada por los linfocitos B, que puede ser policonal y no especifica,
mientras que en la lepra tuberculoide se observan pocos bacilos en la lesion y la
respuesta esta fundamentalmente mediada por linfocitos T.

El intento de lograr un método rapido e incruento que solucione todos los pro-
blemas del diagnéstico de la lepra, algunos ya expuestos anteriormente, es lo que
ha motivado desde principios de siglo la aplicacion de los estudios serolégicos so-
bre la lepra y otras micobacterias. M. leprae no ha podido ser cultivado “in vitro”y
s6lo desde 1971 ha sido cultivado en modelos experimentales en animales, lo que
ha permitido un mejor reconocimiento bioquimico e inmunolégico de sus caracte-
risticas antigénicas. Con los métodos de deteccion directa sélo es posible diagnos-
ticar cuando ya aparecen las manifestaciones y sintomas clinicos. La deteccién de
infeccion subclinica por M. leprae resulta dificil, lo que constituye un problema
importante para el estudio epidemioldgico de la enfermedad. Aunque los tests se-
rolégicos utilizados hasta hoy dia para la deteccién de respuestas humorales pre-
sentaban gran cantidad de reacciones cruzadas con otras micobacterias, ya se dis-
pone de antigenos especificos mediante los cuales se obtienen respuestas
especie-especificas. La mayoria de las pruebas serolégicas empleadas en el diag-
nostico de micobacterias utilizan una técnica capaz de medir la cantidad de anti-
cuerpo que se une a un antigeno previamente seleccionado. Sin embargo, también
hay otras en que se han utilizado anticuerpos para tratar de detectar los antigenos.
En todos los casos el resultado va a depender de la técnica empleada, del antigeno
seleccionado y del anticuerpo medido. La sensibilidad de estas técnicas dependera
fundamentalmente de la técnica empleada, mientras que la especificidad lo hara
del antigeno. Los antigenos utilizados en el estudio serolégico de la lepra han sido
mdltiples a lo largo del tiempo. De todos ellos el mas especifico es el glicolipido
fendlico | (GLP-1) de M. leprae purificado por Brennan et al. Los tejidos infectados
con M. leprae contienen grandes cantidades de GLP-1 que forman una cdpsula
amorfa alrededor del organismo, demostrandose que en almohadilla plantar de ra-
ton el nivel de GLP-1 en tejidos corresponde aproximadamente a la cantidad de
BAAR contenido en los mismos. Este antigeno se obtiene purificado en cantidades
de miligramos de tejidos de armadillos infectados y disponible en cantidades sufi-
cientes para su uso en cribajes seroldgicos. La especificidad del antigeno es confe-
rida por la porcion trisacarida especifica del GLP-1: 3,6 -di-O-metilglucosa, que
constituye el epitope inmunodominante que aporta una especificidad cercana al
100 %. Como el GLP-1 natural no es el mds adecuado para trabajos de rutina por
su estructura hidrofébica, se han sintetizado glicoconjugados con estas estructuras
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glucosidicas especificas. Asi se sintetiz6 quimicamente un disacarido-BSA (D-BSA),
con una excelente reproductividad en los resultados con el GLP-1.

Los mejores resultados en la determinacién de anticuerpos séricos en lepra se
han obtenido mediante estudio de la cantidad de anticuerpo de tipo IgM que se
liga al antigeno GLP-1, mediante la técnica ELISA, sobre todo en el grupo de pa-
cientes de tipo multibacilar, y no es suficientemente sensible y por tanto ade-
cuada para el diagnéstico y seguimiento de la lepra paucibacilar. Biihrer-Sékula
ha desarrollado una metodologia para el analisis del PGL-1 sérico, con una sola
gota de suero o sangre entera, basado en una inmunocromatografia (ML Flow
Test) en placa. Por su facilidad técnica y presumible bajo coste puede constituir
un gran avance en el campo de la serologia.

Técnicas moleculares en el diagnéstico de la lepra

Al no ser el bacilo causal de la lepra actualmente cultivable “in vitro” mediante
técnicas de rutina, los métodos de diagnéstico microbiolégico convencional para mi-
cobacterias no resultan (tiles para el diagnéstico definitivo de esta enfermedad, ni
para la determinacién de sensibilidades a los medicamentos en estos casos. Hasta
1960 la Unica fuente de bacilos era la de aquellos obtenidos a partir de biopsias de
pacientes lepromatosos. Desde entonces hay que recurrir al modelo descrito por She-
pard et al. de inoculacién en almohadilla plantar de ratén como método para evaluar
el posible crecimiento del bacilo como indicador de viabilidad del microorganismo.

Las nuevas técnicas moleculares de diagndstico ofrecen en teoria varias ventajas
potenciales como herramientas para la confirmacion rapida de los aislamientos y de-
teccion directa de micobacterias en materiales clinicos, permitiendo por tanto el diag-
néstico precoz de casos nuevos y ayudando a prevenir la aparicion de resistencias a la
multiterapia. Estas técnicas estan teniendo especial aplicacion en el diagndstico de pre-
sencia de M. leprae, al ser este uno de los microorganismos no cultivables en rutina.

Durante estos Gltimos afios y sobre todo después de la secuenciacion del ge-
noma del Mycobacterium leprae en el 2002, se han identificado distintas secuen-
cias especificas de M. leprae a partir de las cuales se han desarrollado sondas de
acidos nucleicos para la demostracion directa o amplificacion de secuencias M. le-
prae especificas en distintas muestras clinicas de pacientes o contactos sanos. La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica muy sensible por medio
de la cual secuencias genémicas de DNA o RNA, que se encuentran en cantidades
muy pequefas, se pueden amplificar enzimaticamente incrementandose el nimero
de fragmentos amplificables, de manera que es posible disponer de una cantidad
de 4cido nucleico suficiente para alcanzar un umbral limite de deteccién. La PCR
y sus variantes consiguen una multiplicacion exponencial de las secuencias de
DNA o RNA, que va desde practicamente una copia inicial hasta cantidades de
magnitud mucho mayor. Entre sus distintas aplicaciones, la técnica se utiliza para
detectar cantidades minimas de acido nucleico especifico en muestras clinicas, en
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las que se piensa que bacterias, virus u hongos tienen un papel causal. Esta tecno-
logia se fundamenta en que cada organismo infeccioso posee una secuencia espe-
cifica propia en su composicién de DNA o RNA por medio del cual se le puede
identificar y amplificar hasta un punto donde se puede detectar, empleando dos
cebadores o “primers” que se acoplan a hebras opuestas del DNA diana desnatura-
lizado y se polimeriza mediante la accién de una DNA polimerasa termoestable.
Esta hebra DNA polimerizada pasa a ser la diana de la siguiente amplificacion por
medio de mdltiples ciclos de desnaturalizacion, acoplamiento y extension.

Los elementos necesarios para una reaccion basica de PCR son: el dsDNA de la
muestra, los oligonucleétidos cebadores o “primers” de cadena corta, la enzima de
polimerizacién (Taq polimerasa), la mezcla de los cuatro desoxinucleotidos trifosfato
y una solucion buffer en cuya composicion figura como i6n fundamental el Mg?.

Los resultados obtenidos en distintos estudios con esta técnica revelan un
gran potencial para la deteccion de DNA M. leprae por su mayor sensibilidad y
especificidad en casos de lepra de tipo paucibacilar, infeccién subclinica o pa-
cientes multibacilares ya tratados y todavia sin evidencia clinica de recidivas.

METODOS Y MUESTRAS UTILIZADAS EN PCR PARA LA LEPRA

Se han empleado niimerosos genes en el desarrollo de protocolos PCR para
la deteccion de M. leprae en muestras clinicas.

El analisis mediante 16SrRNA y PCR transcripcion reversa permite evaluar la
viabilidad post-tratamiento. La evaluacion de estas técnicas ha revelado una espe-
cificidad del 100 % vy sensibilidad del 34-80 % en pacientes paucibacilares y
hasta del 90 % en las formas multibacilares.

Genes M. leprae utilizados para técnicas PCR

Gen: hsp18,ag36,groEL
Secuencias no codificantes: RLEP
rRNA: 16 Rrna

Utilidad y tipo de muestra para PCR M. leprae

Utilidad Descripcion
PCR atil Pocos bacilos, historia clinica y otras circunstancias dudosas
PCR no indicado Numerosos bacilos con Fite-Faraco o Ziehl Neelsen
de buena calidad
Biopsia adecuada Paciente nuevo o probable recidiva

Muestras validas ~ Biopsia obtenida y procesada inmediatamente; congelada
a -80°C; fijada en formalina al 10 % menos de 24 horas;
en etanol 70 % a temperatura ambiente hasta 2 afos.
Muestras no validas Muestras refrigeradas no congeladas y no fijadas
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DETECCION DE M. LEPRAE RESISTENTE A LA TERAPEUTICA FARMACOLOGICA

El estudio de las posibles resistencias del M. leprae frente a los principios ac-
tivos de la multiterapia esta limitado por la incapacidad de poder cultivar el ba-
cilo en medios artificiales y depende de su inoculacién y cultivo en las almohadi-
[las plantares del ratén. Este método exige obtener del paciente una cantidad
suficiente de organismos viables para inocular las almohadillas plantares de entre
20 a 40 ratones (dependiendo del ndmero de principios activos a evaluar). Cada
almohadilla debe recibir entre 5 x 10° y se obtienen resultados a los 6-12 meses.
Se trata por tanto de una técnica fiable, pero muy lenta y laboriosa.

La primera técnica para un rapido cribaje de la sensibilidad bacteriana del
M. leprae frente a los distintos principios activos empleados fue la radioespirome-
tria (BACTEC y Buddemeyer). Estas técnicas estan limitadas por el elevado nu-
mero de bacilos viables necesarios (= 107).

Las técnicas de tipo molecular podrian simplificar la deteccién de la sensibi-
lidad frente a los principios activos anti-M. leprae, reduciendo el nimero de baci-
los necesarios y el tiempo de andlisis. Estos métodos amplifican fragmentos espe-
cificos de DNA de las muestras clinicas mediante PCR y detectan mutaciones
relacionadas con la resistencia. Se estan utilizando actualmente:

— PCR directa y secuenciacion del amplificado (la mds definitiva, porque de-
tecta el nucleétido en el gen diana donde aparece la resistencia).

— PCR-SSCP (se emplea sobre todo para detectar resistencias frente a la ri-
fampicina).

— PCR-hibridacion en fase sélida (para deteccién rifampicina M. leprae resistente).

BACILOSCOPIA

La investigacion clinica del paciente con lepra, tanto para diagnéstico, clasi-
ficacién o control de la respuesta al tratamiento depende fundamentalmente del
examen de las baciloscopias y/o biopsias cutdneas. Para la realizacién de una ba-
ciloscopia hay que tener en cuenta los siguientes pasos:

1. Técnicas para la toma de muestras.

2. Tincion acido-alcohol resistente.

3. Observacién microscépica y clasificacion.

TECNICAS PARA LA TOMA DE MUESTRAS
Seleccion de pacientes

1. Todos los pacientes nuevos.
2. Todos los pacientes positivos como seguimiento.
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3. Ante cualquier sospecha de recidiva.
4. Todos los pacientes negativos bajo control.

Numero de muestras por sesion

En pacientes activos el nimero minimo de muestras: 2 (un [6bulo de la
oreja + 1 lesion activa).

. Si las lesiones han remitido se toman de los mismos sitios + el l6bulo.

. Si no presenta lesiones: I6bulos + parte posterior antebrazos + justo en-
cima de las rodillas.

Otros puntos a considerar:

frente
mejillas
gliteos
dedos

Frecuencia de la baciloscopia
Multibacilares y paucibacilares: 6 - 12 meses.

Toma de muestras

. Con porta limpio y no rayado anotar fecha y registro del paciente.

. Bisturi con cuchilla desechable. Si no es posible: limpiar con algodén hu-
medecido en alcohol y pasar por mechero Bunsen 3 segundos.

. Limpiar el sitio para la toma de muestra con algodén humedecido con al-
cohol.

. Hacer un pliegue en la piel con los dedos indice y pulgar hasta que la piel
se torne palida y continuar con presion mientras se toma la muestra.

. La incisién es de aproximadamente 5 mm. De largo por 2-3 mm de pro-
fundidad. Girar cuchilla en dngulo recto (perpendicular a incision y ex-
traer una cantidad visible y adecuada de tejido linfatico de los lados y
fondo de la incision. Repetir 2-3 veces.

Extender el fluido linfatico con la punta del bisturi sobre el porta cu-
briendo un area de 5-7 mm de diametro con movimiento circular.

. Si la lesién sangra, clbranla con una compresa seca y esparadrapo.

— Hay que intentar no recoger sangre o que ésta sea lo mas minimo posible.

Frotis nasal

El mejor sistema es con un aplicador (torunda) de algodén bafiado en un
suero fisiolégico. Se sienta al paciente con la cabeza extendida hacia atras y el



menton hacia arriba de forma que se pueda ver el tabique nasal. Si hay mucho
moco en la nariz el paciente debe sonarse sobre una hoja de celofan o pléstico.
Se frota la parte superior del tabique nasal con la torunda realizando movimientos
giratorios y se deposita la muestra en un porta, extendiéndola sobre la misma.

Tincion Ziehl-Neelsen (acido alcohol resistente):

A) En caliente:
1. Extension, secado vy fijacion de la muestra sobre el porta.

2. Cubrir el porta con solucién de fucsina fenicada (filtrada reciente-
mente a través de papel de filtro en un embudo).

3. Calentar con un quemador humedecido en alcohol el porta hasta emi-
sion de vapores.
No permitir que la fucsina hierva.

4. Repetir esta operacion 3 veces cada 5 minutos.
5. Lavar abundantemente con agua.

6. Decolorar con alcohol clorhidrico (10 segundos) y enjuagar inmedia-
tamente de nuevo con agua.

7. Cubrir el porta con solucion de azul de metileno (3 minutos).
Los gérmenes acido-alcohol resistentes aparecen de color rojo intenso.

B) En frio:

Dejar la fucsina en el porta por espacio de 30 minutos a la temperatura am-
biente, procurando que la baciloscopia esté siempre cubierta.

Después lavar y proseguir igual que con método en caliente.
Reactivos

Acido-alcohol

Para preparar el reactivo acido-alcohol se diluyen 665ml. de etanol 95 % en
285 ml. de agua destilada y después hay que anadir lentamente y con cuidado
9.5 ml. de acido clorhidrico (HCL) concentrado.

USO DEL MICROSCOPIO

El examen microscépico se efectlia con un microscopio de campo claro con
oculares de 10x y objetivo de 100x, con aceite de inmersion, buscando zonas
bien coloreadas y examinando por lo menos 100 campos con movimientos hori-
zontales y en zig-zag y se analizan los denominados indice bacterioldgico (IB)
e indice morfoldgico (IM).
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NUMERO DE BACILOS EN LAS BACILOSCOPIAS

indice Bacteriolégico

La cantidad o niimero de bacilos varia considerablemente de acuerdo con
los diferentes tipos de lepra, con la fase en que se encuentra la enfermedad vy el
periodo de tratamiento. La cantidad de bacilos o densidad de bacilos en la lesion,
basada en el recuento de BAAR se denomina Indice Bacteriol6gico (IB). Se han
empleado diversos y variados indices, como método de Hanks, Indice Dharmen-
dra y el método Shepard y McRae, pero el mas fiable y recomendado por la OMS
es el Indice Bacteriolgico Logaritmico de Ridley.

Asi el IB utilizado siguiendo los criterios de la OMS se evalda calculando la
concentracion de BAAR en un nimero determinado de campos microscopicos,
de frotis tomados de las partes mas representativas del paciente (I6bulo de las ore-
jas, frente, antebrazo, falange proximal de dedos, borde de lesiones, etc...). Se re-
presenta por un nimero de 0 a 6 cada uno, con una carga bacilar 10 veces supe-
rior al nimero inmediatamente inferior. El IB final de cada paciente es el
promedio de los IB en los puntos tomados.

indice Bacteriolégico (IB) de Ridley recomendado por la OMS

0: no hay bacilos en ninguno de los 100 campos observados con aceite de
inmersion.

1+: 1-10 bacilos promedio en 100 campos.

2+: 1-10 bacilos promedio en 10 campos.

3+: 1-10 bacilos promedio en cada campo.

4+: 10-100 bacilos promedio por campo.

5+: 100-1000 bacilos en cada campo.

6+: > de 1000 bacilos por campo.

indice Morfoldgico (IM)

Se utiliza para describir la forma del bacilo en la baciloscopia después de
aplicar la tincién para bacilos acido-alcohol resistente y su relacién con la viabili-
dad del microorganismo observado. Se considera IM el porcentaje de bacilos en-
teros observados en frotis sobre el total de bacilos enteros y no enteros, expresado
en tanto por cien. Aln en los casos de pacientes lepromatosos sin tratamiento, el
IM no suele sobrepasar el 20 %.

El IM utilizado se basa en los trabajos de Rees y Valentine en 1962 que,
comparando bacilos con microscopia 6ptica y electrénica, llegaron a la conclu-
sién de que cada bacilo que aparece no uniformemente tefiido con microscopia
de campo claro seria no viable, al observarlo mejor con microscopia electrénica.
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Esto lo confirmaron con la inoculacién de bacilos en la almohadilla plantar (MFP)
para ver su viabilidad, comprobandose por Shepard que el éxito de la inoculacién
de M. leprae en MFP dependia no de la cantidad minima de microorganismos
sino de la proporcién de organismos tefiidos enteros (viables) sobre el total de mi-
croorganismos observados o IM, aplicandose entonces el indice Morfolégico (IM).

En 1976 Ridley facilité adn mas el tema mediante la descripcién de los por-
centajes en solidos-fragmentados-granulosos (SFG) en base a la siguiente pauta:
Se selecciona una parte bien coloreada, con un alto nimero de bacilos aislados y
se examinan al menos 100 microorganismos, moviendo el porta en forma hori-
zontal y en zig-zag. Se examinan sé6lo aquellos bacilos que se encuentran real-
mente separados, no los que forman parte de globis. Se va anotando el nimero de
bacilos que se encuentran tenidos en toda su extension de forma intensa e uni-
forme (bacilos “S” o enteros). El porcentaje de estos enteros o “S” con relacion al
nimero total de bacilos examinados es el indice Morfolégico (IM).

Ademas los bacilos enteros se dividen en: i) fragmentados (F) que incluyen
dos tipos: los que presentan pequefias zonas no tefiidas aunque en la mayor parte
del mismo la tincién sea uniforme y los que son mds cortos de manera que gene-
ralmente no se tiflen profundamente; ii) granulados (G) que incluyen aquellos ba-
cilos que muestran dos o mas areas no coloreadas a través de todo su ancho. Los
resultados expresan los nimeros y porcentajes de bacilos sélidos (S), fragmenta-
dos (F) y granulosos (G) en forma separada.
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RESUMENES SELECCIONADOS

Clinica y Diagnostico

Palit A, Inamadar, AC. Lepra histoide como reservorio de la enfermedad; un desafio
para la eliminacién de la lepra. [Histoid leprosy as reservoir of the disease; a
challenge to leprosy elimination] Lepr Rev 2007; 78(1):47-9.

Resumen:

La lepra histoide es una forma poco frecuente de la lepra multibacilar carac-
terizada por una clinica, histopatologia, bacteriologia e inmunologia particulares.
Es bastante extrafa y se presenta sobre todo en pacientes con lepra que han reci-
bido monoterapia con dapsona en el pasado. Sin embargo, se ha detectado en pa-
cientes sin tratamiento previo, como manifestacién de recidivas después de anos
de haber completado un tratamiento adecuado de MDT y en pacientes HIV con
inmunosupresion severa. Como la carga bacteriana en estos pacientes es muy ele-
vada, puede constituir un reservorio de la enfermedad.

La continua deteccién de lepra histoide en zonas de baja endemia y en areas
donde la lepra ha sido declarada como eliminada es motivo de preocupacion.

Singal A, Mehta S, Pandhi D. Co-existencia de lepra y psoriasis: una presentacién poco
frecuente. [Co-existent leprosy and psoriasis: an unusual presentation]. Indian
J Lepr 2006; 78(4):371-2.

Resumen:

Desde tiempo inmemorable la asociacion entre lepra y psoriasis ha sido mo-
tivo de debate ya que algunas personas consideraban la psoriasis como una forma
de lepra. Aunque si que hay informes sobre asociaciones entre distintas condicio-
nes cutaneas y lepra, la asociacién lepra-psoriasis es poco frecuente (Pavithran,
1992). Sugathan y Riyaz (1990) son los primeros en documentar esta asociacion y
desde entonces sélo ha habido informes de casos esporadicos y aislados. Informa-
mos de esta infrecuente asociacion de dos afectaciones relativamente comunes.

Epidemiologia y Prevencion

Chumin S, Zheng Y, Zheng M, Wang D. Estudio sobre la deteccién de lepra en una situa-
cién poco endémica, condado de Zhucheng, provincia de Shandong, Repu-
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blica Popular China. [Rapid survey on case detection of leprosy in a low en-
demic situation, Zhucheng County, Shandong Province, The People’s Repu-
blic of Chinal. Lepr Rev 2007; 78(1):65-9.

Resumen:

La prevalencia de la lepra disminuy6 a menos de 1 por 100,000 en la pro-
vincia de Shandong en 1994. Desde entonces se han detectado algunos casos
incipientes en la zona durante los Gltimos 10 afos. Para averiguar si la reduc-
cion es porque se han dejado de aplicar programas activos de deteccion de ca-
sos, se llevo a cabo un estudio de las aldeas en un condado anteriormente en-
démico, mediante un servicio de enfermedades cutaneas. Se cribaron noventa y
una aldeas de 23 ciudades, con una poblacion total de 104,885. No se detecta-
ron casos de lepra. Los resultados, junto a otras evidencias como la proporcién
mayor de MB/PB entre los nuevos casos detectados e inicio tardio de la enfer-
medad, sugieren que la lepra se esta eliminando en el condado, asi como en la
provincia de Shandong. Los esfuerzos del programa de control de la lepra de-
ben cambiar a otros servicios como prevencion de discapacidades y cuidados
de las discapacidades.

General e Historia

Gomez JL. México o el conocimiento de la lepra. Parte Ill: La conquista. Arch. Ar-
gent. Dermatol. 2007; 57(1):39-40.

Resumen:

La conquista de México es un tema del que no se habla habitualmente en ese
gran pais de América Central, porque asi como el color de las laderas de los vol-
canes en las diferentes horas del dia es parte del paisaje del altiplano, ese hecho
profundo y tragico ya estd incorporado al espiritu de la gente.

Atraido por este paisaje interior, en mi “Viaje de un leprélogo” me desvié un
poco de la ruta central conducente a la lepra, para echar una mirada rapida y do-
lorosa a esa circunstancia decisiva para la historia de México. Entre el humo vy el
fuego de los recuerdos, hice un pequefo trayecto a pie por esos senderos ruino-
sos de su pasado.

Noto S, Clapasson A, Di Negro G, Broganelli P, Pippione M, Nunzi E. La enfermedad de Han-
sen en el Piamonte y el Valle de Aosta. [Hansen’s disease in Piedmont and
the Aosta Valleyl. G Ital Dermatol Venereol 2007; 142(1):49-52.
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Resumen:

La Torre de los Leprosos de Aosta recuerda la presencia de la enfermedad en
la Italia del noroeste al principio del siglo diecinueve. En 1897, durante la pri-
mera Conferencia Internacional de Lepra, el delegado italiano, Pelizzari, informé
de 13 casos de lepra diagnosticados por el Departamento de Dermatologia de la
Universidad de Turin. En su lectura “Epidemiologia y profilaxis de la lepra en Ita-
lia”, de 1953, Manca Pastorino informa de la presencia de pacientes de lepra en
9 pueblos del Piamonte, mientras que en 1947 se informaron de casos en 15 pue-
blos. En 1977, se reportaron 16 casos de lepra en el Piamonte, 8 autéctonos; se
les clasific6 como 15 lepromatosos y 1 tuberculoide. Desde 1990 a 2005 la pre-
sencia del Centro de Referencia Nacional para la Lepra en Génova, permitié una
clasificacién mas fiable: de los 8 casos, 6 son borderline y 2 lepromatosos. Dos
de estos pacientes son autéctonos y 6 importados. Como en otras regiones italia-
nas, hay un incremento de casos importados; los 2 pacientes autéctonos son del
sur de Italia. Hay un caso importado que presenta histopatologia de la tubercu-
loide borderline (BT) y una carga bacilar compatible con la forma borderline le-
promatosa (BL), esta aparente inconsistencia es causada por la presencia de una
reaccion de tipo 1 de cardcter decreciente.

Porichha D. El problema de la lepra — devuelto a los dermatdlogos. [The leprosy
problem — back to the dermatologists]. Lepr Rev 2007; 78(1):22-5.

Resumen:

Su naturaleza incurable, junto a los mitos y misticismos, mantuvo a la lepra
lejos de las corrientes principales de la medicina. Por motivos similares, los ex-
pertos en salud piblica también permanecieron lejos del problema, dejando la
mayor parte del trabajo para los trabajadores sociales y algunos especialistas en
lepra. Fue la llegada de un tratamiento efectivo, la dapsona, y posteriormente la
MDT, que consiguieron que se tratara la lepra en términos de salud publica, con
énfasis sobre la deteccién de casos y tratamiento. Por tanto, el concepto de salud
publica con su impacto es un fenémeno reciente en el largo transcurso de la erra-
dicacién de la enfermedad. El problema de la lepra que exigia una mejor percep-
cién en las siguientes areas era a) estigma sobre la lepra, b) necesidad de aclarar
el gran ndmero de casos atrasados, ¢) compromiso de gran cantidad de ONGs y
d) disponibilidad de fondos. A todo esto se puede anadir la necesidad de afrontar
el tema de la resistencia a la dapsona.

La OMS presentd una rapida respuesta a la amenaza de resistencia a la dap-
sona, movilizando los desarrollos cientificos actuales y desarrollando una estrate-
gia MDT mediante un proyecto piloto sobre MDT en Alemania del Profesor Fre-
eckson, del Instituto Borstel, y llevado a cabo en Malta 10 anos antes de las
recomendaciones de la OMS. Sobre todo, la MDT servia para situar la lepra en la
corriente principal de la medicina. Sea mediante pautas farmacolégicas cortas o
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largas, o incluso de dosis Gnica de MDT; ya se han tratado mas de 14 millones de
personas desde 1985 hasta inicios de 2005, con hasta el momento pocos infor-
mes de recidivas.

Ryan TJ. Dermatologia comunitaria incluyendo la lepra: su pasado, presente y fu-
turo. [Community dermatology inclusive of leprosy: its past present and fu-
ture]. Lepr Rev 2007; 78(1):7-10.

Resumen:

Actualmente, se estan recopilando los archivos de la historia de la lepra y su
historia global en Oxford. Se alberga una coleccién de documentos y libros en la
libreria histérica de Sir William Osler bajo el encabezamiento de “Salud Publica
antes y después de Osler” y se puede encontrar la historia de la lepra en
http://www.leprosyhistory.org. Una caracteristica sorprendente de los antiguos li-
bros es su atencion al nombre “Lepra” y la evolucién no sélo de la lepra, sino de
otros diagnésticos diferenciales del siglo dieciocho y diecinueve como la psoria-
sis. Incluso en el siglo veinte, el desarrollo con gran interés en Oxford Ilevado a
cabo por Weddell fue la inervacion de la piel primero en psoriasis y después en
lepra, en reuniones conjuntas con Weddell, Cochrane, Browne, Rees y otros so-
bre la lepra, en el Anexo del edificio Cochrane y el trabajo de Colin McDougall
en el Departamento de Dermatologia.

Inmunopatologia

Dhanya NB, Sundaram VS, Rai R, Surendran P, Kumar PN, Matthai J, Srinivas CR. Sindrome de
dapsona con reaccién leucemoide. [Dapsone syndrome with leukemoid re-
action]. Indian J Lepr 2006; 78(4):359-63.

Resumen:

La dapsona es un derivado de la sulfona usada en el tratamiento de la lepra y
otras condiciones dermatolégicas. Se sabe que origina tanto efectos adversos farma-
colégicos como idiosincrasicos (Russell y Hall, 2002). La toxicidad hematolégica
esta relacionada con el metabolito N-hidroxil de la dapsona (Russell y Hall, 2002).
Un efecto adverso mas severo asociado con la dapsona es el “sindrome de la dap-
sona” y “sindrome sulfona” inicialmente descritos como erupciones infecciosas
tipo-mononucleosis en pacientes tratados para lepra lepromatosa (Prussick y Shear,
1996; Frey et al, 1981). El sindrome se caracteriza por fiebre, erupcién eritematosa
generalizada, linfadenopatia, hepatitis y ocasionalmente agranulocitosis (Russell y
Hall, 2002). Se describe un caso de sindrome dapsona con reaccién leucemoide.
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Duarte Deps P, Azevedo de Paula Antunes, JM, Tomimori-Yamashita J. Deteccion de la infec-
cién por Mycobacterium leprae en armadillos salvajes de nueve bandas
(Dasypus novemcinctus) mediante el test rdpido ML Flow. [Detection of My-
cobacterium leprae infection in wild nine-banded armadillos (Dasypus no-
vemcinctus) using the rapad ML Flow test]. Rev Soc Bras Med Trop 2007;
40(1):86-7.

Resumen:

Se investigd la infeccién por Mycobacterium leprae en armadillos del es-
tado de Espirito Santo, Brasil. Se efectu6 el test ML Flow sobre 37 armadillos de
nueve bandas y se hallaron resultados positivos en 11 (29.7%). Esta técnica se
puede utilizar para identificar posibles fuentes de Mycobacterium leprae en ar-
madillos salvajes.

Macagno A, Napolitani G, Lanzavecchia A, Sallusto F. Duracion, combinacion y coordina-
cion: el modelo de integracién de la sefal de la activacion de las células
dendriticas. [Duration, combination and timing: the signal integration model
of denditric cell activation]. Trends immunol 2007; 28(5):227-33.

Resumen:

La activacion de células dendriticas en reposo (CD) constituye un paso cru-
cial en la iniciacion de la inmunidad adaptativa, porque enlaza los eventos perifé-
ricos iniciados con el encuentro del bacilo patégeno con la activacion y expan-
sion de los linfocitos T antigenos especificos de los 6rganos linfoides secundarios.
Se sabe que hay muchos compuestos microbianos y sefiales endégenas que ini-
cian la activacion CD y que hay distintas clases de subgrupos CD que inducen
distintos tipos de respuestas inmunoldgicas. En esta revisién, nos centralizamos en
cémo distintos aspectos de la maduracion CD estan regulados no sélo por la na-
turaleza del estimulo de maduracion CD, sino también por su duracién, combina-
cién y coordinacion, y proporciona una vision global de como distintos modos de
activacion de CD pueden afectar las respuestas celulares T.

Ottenhoff THM. Seccion especial: Forum sobre inmunologia: Genética del huésped
y las enfermedades micobacterianas. [Special section: Forum in immunology:
Host genetics and mycobacterial infectious diseases]. 1 Microbes and Infec-
tion (2006) 8 (4) 1117-1188 Amsterdam, Netherlands; Elsevier [En]. Indian )
Lep 2006; 78(4):377.

Resumen:

Este nlimero presenta 9 trabajos sobre factores genéticos que afectan la sus-
ceptibilidad del huésped a las enfermedades micobacterianas. La primera parte
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(3 trabajos) revisa los planteamientos que abarcan todo el genoma para identifi-
car factores genéticos del huésped en enfermedades infecciosas micobacteria-
nas, incluyendo la tuberculosis y la lepra. La segunda parte (4 articulos) des-
cribe infecciones graves micobacterianas poco frecuentes resultantes de
desordenes genéticos Unicos, incluyendo defectos en la sefializacién depen-
diente del factor KB nuclear, senalizacién interferon-g y IL-12/1L-23-depen-
diente. La tercera parte (2 articulos) revisa las lecciones aprendidas de los mo-
delos animales en infecciones intracelulares. Se pretende ofrecer a los lectores
una mejor comprensién de los factores genéticos del huésped que controlan la
inmunidad humana y susceptibilidad a la enfermedad a las micobacterias e in-
fecciones relacionadas.

Rehabilitacion

Malaviya GN. Prevencion de disfunciones y discapacidades en la lepra después de
la integracién: papel de la medicina de tipo fisico y la rehabilitacién perso-
nal. [Prevention-of-impairment-and-disabilities activities in leprosy alter inte-
gration: role for physical medicine and rehabilitation personnell. Indian |
Lepr 2006; 78(4):347-57.

Resumen:

Las opciones de derivar pacientes para cuidados especializados en el
campo de las afectaciones y disfunciones son imperativas en orden de disponer
de un sistema integrado para el control de la lepra. Esto requiere entender la en-
fermedad, ademds de conocimientos especiales para controlar las discapacida-
des especificas. El personal de medicina fisica y rehabilitacion (PMR) es el méds
preparado para manejar las discapacidades relacionadas con la lepra. Estan pre-
parados para tratar los aspectos biomédicos de las deformidades y estan cualifi-
cados para facilitar escayolas, ortopedia, etc. a las personas necesitadas y pue-
dan evaluar las funciones de sensibilidad motora y las deformidades. Si se
capacita al personal PMR en la correccién de deformidades, puede ser un im-
portante recurso para el cuidado secundario y terciario de las personas afecta-
das de lepra.

El personal PMR puede ser voluntarios para estos puestos y rellenar el vacio
creado por la desaparicién de los cirujanos en lepra. También, tendran la respon-
sabilidad adicional de capacitar al personal sanitario general para que puedan
atender las necesidades de los afectados por la lepra, muchos de los cuales nece-
sitaran ayuda en el futuro.
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