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EDITORIAL

HAITI

La Republica de Haiti es un pais del Caribe, en la parte occidental de la
isla La Espanola, limitando, por tanto, con Replblica Dominicana. Su drea
total es de 27.750 Km vy su capital es Puerto Principe.

Haiti es una antigua colonia francesa; fue el primer pais en Latinoamé-
rica en declarar su independencia y el segundo del continente tras Estados
Unidos. A pesar de su longevidad, es el pais mas pobre en Occidente.

La sanidad se concentra en la capital y las ciudades del resto del pais es-
tan faltas de asistencia especializada. En muchos lugares, es el personal sani-
tario, formado o no, el que se hace cargo de la asistencia basica. Los religio-
sos y religiosas son también personas que desempefian este trabajo a nivel
muy bdsico.

A nivel politico es un pais inestable. Grupos radicales, pillaje, la necesi-
dad de subsistencia personal y familiar, malestar por la presencia de las fuer-
zas de las Naciones Unidas etc., confieren todavia una sensacién de inesta-
bilidad e inseguridad importante, aunque después de las Gltimas elecciones
el optimismo y las ansias de cambio son evidentes.

Aproximadamente un 70% de la poblacién vive en la pobreza, hacién-
dole el segundo pais mas pobre en el mundo. Cerca del 70% de los haitianos
depende de la agricultura, que consiste principalmente de agricultura de
subsistencia a pequefia escala y emplea cerca de las dos terceras partes de la
poblacién econémicamente activa.

El presente de la ayuda en Haiti pasa por la integracién en los progra-
mas de salud basica comunitaria, en la formacion de trabajadores de la salud
en su amplio contexto, de la forma mas basica, a nivel personal, familiar, co-
munitario, etc.

Uno de los problemas mas graves que sigue teniendo Haiti es su “gue-
rra” con su pareja en la isla, La RepUlblica Dominicana; por ello una de las
zonas mas abandonadas y lugar de “nadie” es la zona préxima a la frontera.

383



Ha sido una regién devastada por las catastrofes naturales, de dificil acceso y
con muchas enfermedades tales como problemas de infecciones de la piel,
sarna, tifas, micobacterias de diferentes etiologias, infecciones abdominales,
malaria, tuberculosis, SIDA. El censo de enfermos de lepra y la persona res-
ponsable, un religioso, desaparecié con las dltimas inundaciones del 2003.

Hay que contar con las dificultades propias de esos paises tales como la
lentitud en que a veces se llevan a cabo las gestiones; la desestructuracion de
los organismos oficiales, la inestabilidad de las personas en sus lugares de tra-
bajo, el desanimo en que frecuentemente se encuentran, las deficiencias en
acceder a las comunidades, falta de carreteras, pistas en mal estado y que
quedan anuladas en épocas de lluvias, dificultad en la obtencién de medica-
mentos y que estos lleguen a su destino y sobre todo con la pobreza y la mi-
seria en la que siguen viviendo un alto porcentaje de la poblacién. La mayor
parte de la deforestacién de Haiti se debe a que los haitianos cortan las made-
ras para quemarlas, carbonizarlas y poderlas vender como carbén, su fuente
de energia. En la mayor parte del pais no existe luz ni, por supuesto, agua.

Es responsabilidad nuestra dar a conocer al mundo la situacién y la rea-
lidad de este pais. La realidad no es la que nos llega a través de los medios
de comunicacién muchas veces manipulados y que no muestran esa situa-
cién tal y como es, y sobre todo, cémo se vive cuando estds alli.

Ademads, hay que tener en cuenta que, cualquier programa debe estar
disenado y encuadrado dentro de un proyecto basico, de SALUD comunita-
ria, con lo que ello implica y en el estricto y a la vez amplio sentido de la
palabra.

DRA.MONTSERRAT PEREZ
Asesor Cientifico de la Junta de Gobierno
10 de julio de 2006.
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Carta al Editor:

SERVICIO DE BACILOSCOPIA DE LA LEPRA EN CUBA.
ORGANIZACION Y FUNCION LA RED DE LABORATORIOS

ODELAISY SUAREZ MORENO'!
MARIA ELENA ALONSO GOMEZ?

El Sistema de Salud Publica en Cuba ha garantizado que se mantenga el estu-
dio bacteriol6gico de la lepra como uno de los elementos fundamentales para el
diagnéstico, clasificacion y evaluacién de los pacientes multibacilares, incluidos
aquellos que se sospecha recidiva. La infraestructura que permite esta actividad
esta conformada como una piramide cuyo apice es el Laboratorio Nacional de
Referencia (LNR) del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri “ y le siguen los
14 Laboratorios Provinciales (LP) de los Centro Provinciales de Higiene y Epide-
miologia, a los que responden 36 Laboratorios de la base conformados por los 21
Laboratorios de Hospitales (LH) de cabeceras de provincias y 15 Laboratorios Mu-
nicipales (LM) ubicados en los Centros Municipales de Higiene y Epidemiologia
del todo el pais; todos ellos forman una red de laboratorios que mantienen un
constante intercambio. Hoy nos place comentar este trabajo a la comunidad cien-
tifica con el objetivo de brindar nuestra experiencia y a su vez enriquecer nuestra
labor con las sugerencias de los colegas

LABOR DE LOS LABORATORIOS DE LA BASELH Y LB

e El servicio de baciloscopia de lepra se ofrece generalmente en los laborato-
rios de base, donde se mantienen un registro de los resultados de la prueba
por paciente (hoja del paciente) el cual incluye nombre y dos apellidos nd-
mero de identidad y direccion y area de salud. A cada paciente le realizan un
chequeo de rutina anual, hasta ser dados de alta, o la prueba puede ser orde-
nada antes de este periodo segtin criterio del médico responsable del caso.

" Laboratorio de Referencia de Lepra, Instituto de Medicina Tropical, Ciudad de la Habana,
Cuba. odelaisy@ipk.sld.cu.
2 Ministerio de Salud Pdblica de Cuba.
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e Estos laboratorios de base, envian todas sus laminas al laboratorio provin-
cial, y cada lamina estd acompanadas una de ficha que contiene:

* Ndmero de la lamina

* Nombre del paciente y procedencia

* Si es caso nuevo en estudio o seguimiento
* Codificacion asignada.

FUNCION DE LOS LP

En los laboratorios provinciales también se brinda el servicio de bacteriologia
de lepra con igual metodologia que los laboratorios de la base, a todo paciente
que por cercania acuda al él y realiza el primer control de calidad a todas las la-
minas enviadas por los LH Y LM comprendidos en su region, este control evalda:

Calidad de la muestra:

e Utilidad y cantidad de la muestra (si es o no escasa)

e Si estd bien fijada o se encuentra retraida por la presencia de grasa en la
[dmina

e Contaminacién (con sangre u otros detritus)

Calidad de la coloracion:

e Grumos de fuschina

e Coloracion de contraste pobre o muy coloreada.

Calidad de la lectura:
e Las ldminas son releidas sin conocer su codificacién inicial, para evaluar
su codificacion inicial.

Con los resultados del control realizado se hace un informe y es enviado al
LNR junto con las laminas. Las laminas que envian al LNR son todas las positivas,
todas las correspondientes a los casos en estudios y el 5% de las laminas negati-
vas de los pacientes que se encuentran bajo seguimiento bacteriolégico.

LABOR DEL LNR
* Referencia bacteriolégica

Al igual que en los LP, las laminas recibidas son recepcionadas y su infor-
macion es incorporada a la base de datos del laboratorio. Posteriormente se rea-
liza el control de calidad observando los parametros mencionados anteriormente
y se llena un registro por lamina con la codificacién observada y se sefialan las
dificultades encontradas y las soluciones de las mismas. Las laminas son devuel-
tas a los LP de origen, acompafadas de un informe del analisis realizado en cada
una de ellas.
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* Visitas de control y ayuda

Cada afo se tratan de visitar diferentes LP y sus LH y LM para detectar en el
terreno las dificultades presentadas por los mismos, haciéndose un analisis minu-
cioso de los problemas materiales o de personal, todo ello en bisqueda de solu-
ciones mediatas e inmediatas propuesta por el colectivo y los visitadores.

Las visitas constituyen un elemento favorable para ampliar la comunicacion e
intercambio entre los laboratorios de la red y el LNR.

* Actividad docente

En el LNR se imparte docencia tedrico/practica como parte del programa de
formacion de médicos especialistas de | Grado en las especialidades de Microbio-
logia e Inmunologia y a Maestrantes de Bacteriologia/Micologia. Se ofrece aseso-
ramiento a todo el personal de la red y entrenamiento y reciclaje al personal en-
cargado de los estudios bacteriolégicos de lepra de todo el pais. Ademas se
organizan y desarrollan Cursos Nacionales de actualizacién a especialistas y téc-
nicos en microbiologia y se brinda asesoria y tutoria de tesis a estudiantes univer-
sitarios y de post grado.

El Laboratorio Nacional de Referencia ubicado en el Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri”, tiene la responsabilidad de organizar y dirigir este trabajo
como parte integrante del Programa de Control y todo nuestro esfuerzo ha sido
encaminado a lograr una interrelacién activa entre los diferentes niveles de la red
nacional de laboratorios, por otra parte elevar la calidad del servicio y la capaci-
tacion del personal, que han sido muy superadas en los Gltimos tiempos, pues
como todos saben en la etapa de post eliminacién de la Lepra como Problema de
Salud Pdblica es un reto mantener un sistema de vigilancia eficaz.
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TRABAJOS CIENTIFICOS Y COLABORACIONES

COMPORTAMIENTO CLINICO SEROLOGICO
MICROBIOLOGICO DE LA INCIDENCIA DE LEPRA
CAMAGUEY CUBA. 2001-2004

NIEVES ATRIO MOURINO*, MARTHA EDUVIGES AMADOR DIAZ**,
MARIA TERESA DIAZ RENON#:##

INTRODUCCION

La Lepra es una enfermedad infecto-contagiosa crénica, cuyo nombre pro-
viene de la palabra griega UKHEDU (escama) y constituye uno de los males mas
antiguos que recuerda la humanidad'. Es producida por el Mycobacterium leprae,
bacilo 4cido- alcohol- resistente en forma de bastén, el cual se reproduce muy
despacio, por lo que los sintomas visibles pueden tardar de 10 a 20 afos en apa-
recer?, afectando principalmente la piel, los nervios periféricos, la mucosa de las
vias respiratorias superiores, ademas de algunas otras estructuras y los ojos, repor-
tandose como la tercera causa de ceguera en el mundo**. Ella es, entre las afec-
ciones cronicas la que sigue siendo; si no se atiende precoz y eficazmente, la
principal causa de deformidades e incapacidades en la poblacion mundial, al ser
el Mycobacterium leprae el Gnico bacilo que invade los nervios periféricos y con-
sigue permanecer alli evadiendo la destruccion por el huésped, lo que implica
una gran repercusion social > °.

Esta dolencia ha afligido a la humanidad desde tiempos inmemorables;
afect6 en un pasado a todos los continentes y fue bien reconocida en las antiguas
civilizaciones de China, Egipto y la India’; dejando tras de si una imagen terrible
en la historia y la memoria de la humanidad, infundiendo miedo en los seres hu-
manos durante miles de afios. Fue vista como una plaga y una maldicion biblica,
considerada contagiosa, mutilante e incurable, lo que condujo a una reaccién in-

* Especialista de segundo grado en Dermatologia.
Jefa del grupo Provincial de Dermatologia.
Jefa del Programa de Lepra en la Provincia.
** Especialista primer grado en Dermatologia.
Jefa del Programa de Lepra en los Municipios Najasa y Jimaguayu.
*** Fspecialista primer grado en Dermatologia.
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tensa por parte de la comunidad, haciendo que se temiera mas a las personas
afectadas que a la propia enfermedad.

Sin embargo, la misma no es mas que una dolencia escasamente contagiosa
y totalmente curable, sobre todo cuando se diagnostica precozmente®®, pero des-
graciadamente su elevado potencial para producir deterioro neural conlleva a la
discapacidad, constituyendo entre las enfermedades transmisibles del mundo, una
de las principales causas de discapacidad fisica permanente . Ademas, al afectar
normalmente a individuos en su fase de edad mas productiva impone una carga
significativa a la sociedad .

Con la implantacion del nuevo programa, ya en 1993 Cuba logra erradicar la
Lepra como problema de Salud, al ser la tasa inferior a 1 x 10.000 . En nuestra
provincia se logra erradicar la Lepra como problema de salud en el 2003, te-
niendo en cuenta todo lo anterior y a pesar de no ser la Lepra un problema de sa-
lud en Cuba ni en nuestra provincia, pero si existen Municipios que atiin mantie-
nen esta problematica y ademds continGan apareciendo nuevos casos .

Lo que motivé la realizacion de esta investigacion para identificar aquellos
pacientes que presentan bacilos del Mycobacterium leprae a través del estudio se-
rolégico, empleando el UMELISA HANSEN, ensayo inmunoenzimatico indirecto,
patentado en Cuba, en el cual se utiliza como fase sélida tiras de ultramicroElisa
(diez mil por pocillo) revestidos previamente con antigeno sintético: Glucolipido
fendlico | (PGL-1) especie especifico de Mycobacterium leprae y su intensidad de
fluorescencia permitird detectar la presencia de anticuerpos IgM al Mycobacte-
rium leprae'®; teniendo gran utilidad en el diagndstico precoz de nuevos casos
por su especificidad al agente, ya que la seropositividad precede al diagndstico en
la mayoria de los casos y principalmente en los pacientes lepromatosos que tie-
nen muy altos titulos de anticuerpos (Ac). Al momento del diagnéstico clinico; la
respuesta serolégica a estos antigenos (Ag), es de tipo I1gM; disminuyendo los ni-
veles de estos anticuerpos especificos con la quimioterapia " '.

Estudios similares realizados en Corea "'® y Cuba ', muestran que los para-
metros seroldgicos basados en el antigeno PGL-I pueden ser Utiles para el pesqui-
saje, en la evaluacién de los pacientes de Lepra en el momento del diagndstico y
en el monitoreo de los pacientes que reciben quimioterapia.

Este estudio se complementa con la reaccién de Mitsuda, que mide la res-
puesta inmunolégica especifica frente a la forma lepromatosa **2' y permite el
diagnéstico por clinica (examen dermatoneurolégico, sustentado en una amplia
educacion sanitaria) y baciloscopia (mediante la escala logaritmica de Ridley que
se basa en el promedio de bacilos observados en el frotis, contando los sélidos,
los fragmentos y los granulados), de casos pre-clinicos que pudieran ser diagnosti-
cados anos después en forma tardia ™.

Es por ello que, teniendo en cuenta lo expresado en la Declaracién de Cara-
cas, durante el desarrollo de la Tercera Conferencia Regional de la OPS/OMS so-
bre la Eliminacion de la Lepra de la Américas, en la que se planteé como una ne-
cesidad el “disponer de nuevas tecnologias apropiadas que permitan lograr un
diagndstico mas temprano a fin de influir sobre la transmisién hasta lograr la inte-
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Correlacion

Y

Gﬂica

Microelisa

Microbiolégica
Serolégica

Baciloscopa

rrupcion de la misma” ', se decidi6 realizar un estudio sobre el comportamiento
clinico seroldgico Y microbiolégico de los pacientes notificados en esta etapa en
la provincia de Camaguey.

Objetivo

Determinar la incidencia de lepra en la provincia de Camagtiey y relacionar
las formas clinicas con los resultados serolégicos y microbiolégicos en el periodo
2001 - 2004.

MATERIAL Y METODO

Se realizé un estudio descriptivo transversal en el periodo comprendido del
primero de enero del 2001 al 31 de diciembre del 2005. El universo de estudio es-
tuvo constituido por 170 casos notificados de lepra en la provincia de Camagtiey.

Se tomo la incidencia del Departamento de Estadisticas Provincial, recepcio-
nandose las variables de edad, sexo, formas clinicas, primeros sintomas y resulta-
dos bacteriolégicos.

A estos pacientes se les realizé un estudio serologico de lepra en el Centro
Provincial de Higiene y Epidemiologia, y se confeccion6 una encuesta donde se
reflejaron todos los datos anteriores, relacionandose dichas variables.
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Desarrollo:
Grafico N.° 1

Lepra. Incidencia por Tasa 1x10.000 segiin municipios.
Camagiiey. Cuba. 2001 /2005

Municipio 2001 2002 2003 2004
Najasa 0 0 0 0
Vertiente 0 0.18 0.37 0
Esmeralda 0 0.62 0 0
Minas 0.24 0.24 0.24 0
Guaimaro 0.34 0.17 0.34 0
Jimaguayu 0 1 0 0
Céspedes 0 0.42 0.42 0.42
Florida 0.39 0.26 0.39 0.26
S.Cubita 0 2.19 0 0
Sibanicd 0.95 0.63 0.63 0.31
Camagley 0.86 0.67 0.61 0.61
Nuevitas 1.1 0.22 0.24 1.34
S.C.Sur 2.03 0.55 2.04 0.37

Como podemos observar los Municipios con mayores tasas fueron Santa cruz
del Sur, Nuevitas y Camaguey.

Grafico N.° 2

Lepra. Formas Clinicas segiin grupos de edades por tasa 1x 100 000.
Camagiiey. Cuba. 2001 /2004.

Formas Clinicas Edades

-15 15-29 30-44 45y +
LI 0.15 0.1 0.29 0.12
LT 0 0.16 0.39 0.17
LD 0.15 0.32 1.03 2.77
LL 0 0.21 0.44 1.57

Las formas clinicas LI y LT tienen su mayor incidencia en las edades com-
prendidas entre 30 y 44 mientras que las LD y LL la tienen en las de mayores de
45 anos lo que es de esperar si tenemos encuenta que el periodo de incubacién
es mas largo.
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Grafico N.° 3

Lepra. Formas Clinicas segiin sexo.

Camagiiey. Cuba. 2001 /2004

Formas Clinicas Femenino Masculino
LI 0.1 0

LT 0.1 0.02
LD 0.27 0.47
LL 0.17 0.17
Total

Hubo un predominio del sexo masculino en las formas clinica LD no asi en

el resto de las formas clinicas que se comporto de igual forma.

Grafico N.° 4

Lepra. Relacién entre primeros sintomas y formas clinicas

Camagiiey. Cuba.2001 /2004.

LI LT LD LL
Macula Anestésica 11 13 64 16
Nédulo 0 0 2 18
Rinitis 0 0 4 4
Maculo-Papula 0 0 0 0
Infiltracion difusa 0 0 22 15
Epistaxis. 0 0 1 2
Neuritis Periférica 0 0 6 10
Mal Perforante Plantar 0 0 0 1
Sintomasenerales 0 0 3 4

Como podemos ver hubo un predominio de personas que reportan la macula
como primeros sintomas sin embargo se notifican mas tarde con otras manifesta-

ciones de la enfermedad.
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Grafico N.° 5

Lepra. Correlacion Serolégica y Microbiolégica segtin formas clinicas .
Camagiiey. Cuba. 2001 /2004

Multibacilar

Paucibacilar

Baciloscopia

0,250-

0,250  0,250-0,300 0,300 -0,250 0,300 0,300
N° % N° % N° %

Cod. 0 39 0,70% 10 0,45% 20 0,28% 18 1 5
Cod. 1 4 0,07% 0 0% 8 0,11%

Cod. 2 6 0,10% 2 0,09% 6 0,08%

Cod. 3 0 0% 6 027% 6 0,08%

Cod. 4 6 0,10% 4 0,18% 18 0,26%

Cod. 5 0 0% 0 0% 10 0,14%

Cod. 6 0 0% 0 0% 1 0,01%

Grafico N.° 6

Lepra. Correlacion Clinica Serolégica y Bacterioldgica segiin formas clinicas.
Camagiiey. Cuba. 2001 /2004.

Formas Clinicas +0.300 % Baciloscopia Cod. 1 a 6 %
LI 4 33 3 25
LT 3 20 0 0
LL 37 74 47 94
LD 31 33 27 29

Vemos que la mayor positividad la tienen las formas clinicas LL y LD como
era de esperar.

CONCLUSIONES

394

1.—Los municipios de mayor tasa de incidencia fueron Santa Cruz del Sur,

Nuevitas y Camagtiey.

2.-Se comprobé un franco predominio de las formas clinicas multibacilares,
destacandose la lepra dimorfa seguida de la lepra lepromatosa.

3.—Existi6 un predominio de las edades comprendidas entre 45 afios y mas se-
guidas de las de 35 a 44 afios, principalmente en las formas clinicas LD y LL.

4.-Se constaté mayor incidencia de lepra en el sexo masculino.

5.—Las formas clinicas LL y LD fueron los que presentaron mayor porcentaje
de pruebas seroldgicas y microbioldgicas positivas.

7.—En las formas clinicas multibacilares, los resultados serolégicos positivos pre-
dominaron en las baciloscopias cuyas codificaciones oscilaron entre 1y 6.
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ANALISIS DE SONDAS Y TECNICAS DE AMPLIFICACION
DE GENES PARA EL DIAGNOSTICO Y CONTROL
DEL TRATAMIENTO EN LA LEPRA INFANTIL

RAJ KAMAL*,R. DAYAL **, V. M. KATOCH * & K. KATOCH *

RESUMEN

Se detectaron secuencias de acidos nucleicos de Mycobacterium leprae utili-
zando sonda de genes que hibridan con secuencias diana RNA ribosémicas (16S
rRNA), DNA ribosémico (16S rDNA) y técnicas de amplificacion de genes (PCR)
en lesiones cutaneas de pacientes de lepra infantil y el efecto del tratamiento far-
macolégico sobre estas técnicas. Se incluyeron en este trabajo 80 pacientes de le-
pra infantil. La mayoria de casos (79%) tenia entre 9-16 anos. Se dividieron los
casos en 3 grupos de acuerdo con el tratamiento, sin tratar (30), en tratamiento
(30) y al finalizar el tratamiento (20). Se efectuaron exdmenes clinicos y bacilos-
copia para la deteccion de bacilos acido-alcohol resistente BAAR y de las biop-
sias se extrajeron y fraccionaron los dcidos nucleicos. Se detecté rRNA y rDNA
16S especifico de M. leprae mediante hibridacién con sondas, mientras que la se-
cuencia del gen 36 kDa se detecté mediante técnicas de amplificacion de genes
(PCR). Los casos se clasificaron en lepra paucibacilar (PB) y multibacilar (MB) de
acuerdo a los criterios de la OMS (1988). La positividad del rRNA 16S en los ca-
sos PB disminuy6 desde el 60% en los casos no tratados al 10.5% después de 4-8
meses de tratamiento, mientras el IDNA 16S disminuyé del 50% al 21%, y con
PCR desde 70% al 36.8% para la misma muestra y todos se negativizaron al afio.
La misma tendencia se observé en el grupo MB, donde la positividad en los casos
baciloscopia positivos decrecié desde el 100% al 56.2% con rRNA 16S vy al
42.8% con rDNA 16S y PCR respectivamente, después de los 9-12 meses de tra-
tamiento, siendo a los 2 afios todos negativos, menos un caso que permanecio

* National JALMA Institute for Leprosy and Other Mycobacterial Diseases (ICMR). Taj-
ganj, Agra, India
** Department of Pediatrics; S.N.Medical.College, Agra, India.

Correspondencia a: R. Kamal (e-mail: rohinik@sancharnet.in)

Este trabajo es una reproduccion de “Leprosy Review”, vol. 77, nim. 2, junio 2006, pags.
141-146.
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positivo con PCR. Los casos MB con baciloscopia negativa siguieron la misma
tendencia, 100% de positividad detectado por rRNA 16S y PCR, 75% detectado
por rDNA 16S y decreci6 hasta la negatividad a los 9-12 meses de tratamiento.

Estos resultados apuntan hacia un posible potencial de estas técnicas como
apoyo molecular para el diagnostico de casos MB baciloscopia negativos y el
control de la respuesta al tratamiento. Sin embargo, la prueba definitiva exige ser
valorada mediante estudios prospectivos de seguimiento

SUMMARY

Nucleic acid sequences of Mycobacterium leprae were detected using gene
probes hybridizing with targeting ribosomal RNA (16S rRNA), ribosomal DNA
(16S rDNA) and gene amplification techniques (PCR) in skin lesion of paediatric
leprosy patients and the effect of treatment on the by these methods. Eighty pae-
diatric leprosy patients were included in the study. Most cases (79%) were bet-
ween 9 and 16 years of age. Cases were divided into three groups according to
treatment status, viz. untreated (30), undergoing treatment (30), and at the end of
treatment (20). Clinical and slit smear examination for acid fast bacilli (AFB) was
performed and nucleic acids were extracted and fractionated from skin biopsies.
M. leprae specific 16S rRNA and 16S rDNA was detected by hybridization with
gene probes whereas the 36kDa gene sequence was detected by a gene amplifi-
cation assay (PCR). The cases were classified as paucibacillary (PB) and multibaci-
llary (MB) by the standard criteria of WHO (1988). Positivity of 16S rRNA in PB
cases decreased from 60% in untreated to 10.5% after 4-8 months of treatment
whereas for 16S rDNA, it decreased from 50% to 21%, for PCR from 70% to
36.8% for the same specimen, and all became negative at 1 year. Similar trends
were seen in MB cases where positivity in smear positive untreated cases decrea-
sed from 100% to 56.2% with 16S rRNA and 42.8% with 16S rDNA and PCR,
respectively, after 9-12 months of treatment and all became negative at 2 years,
except one case which remained positive with PCR. Similar results were observed
in smear negative MB cases, 100% positivity detected by 16S r RNA and PCR,
75% detected by 16S rDNA decreased to zero after 9-12 months of therapy. This
study suggests the potential usefulness of gene probes targeting 16S rRNA and 165
rDNA and PCR as supportive molecular tools for diagnosis of smear negative
evolving MB disease and also monitoring the response to treatment, these obser-
vations however, needs to be validated in prospective follow up studies.

INTRODUCCION
Actualmente, la mayoria de los casos de lepra estan en la India y en algin

otro pais como Brasil." Para la erradicacién de estas enfermedades es fundamental
la deteccion y tratamiento precoz de manera que se puedan prevenir las deformi-
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dades y controlar de manera efectiva la enfermedad. En los nifios resulta funda-
mental efectuar un diagndstico correcto. Los métodos convencionales para diag-
nosticar incluyen el examen clinico, la demostracién de BAAR y el examen histo-
patolégico. Sin embargo, en los casos precoces y dudosos, el diagnéstico no llega
a ser definitivo con estos métodos y hay que hacer un control de manera continua
de estos casos durante periodos variables de tiempo hasta que se pueda efectuar
un diagnostico definitivo. Estos casos requieren otras técnicas alternativas para su
confirmacién. La posible utilidad de estas técnicas de sondas y amplificacion de
genes con elevada sensibilidad y especificidad adquieren gran importancia para
el diagnéstico precoz de la enfermedad.

Actualmente, ya se dispone de algunas de estas técnicas de Biologia Molecu-
lar.>* El uso de las técnicas de sondas con dianas sobre el rRNA y rDNA han re-
velado su potencial para la confirmacion del diagnéstico de lepra en nifos.** La
PCR también ha demostrado proporcionar capacidad adicional en la confirma-
cion del diagndstico de esta enfermedad. Estas técnicas de amplificacion de frag-
mentos especificos de DNA pueden detectar la presencia especifica de acidos nu-
cleicos de M. leprae en muestras con entre 1-10 microorganismos.® Falta todavia
informacién mds concluyente sobre la persistencia/desaparicién de estos dcidos
nucleicos después del tratamiento y su importancia clinica y terapéutica. Este tra-
bajo presenta estas observaciones mediante el uso de técnicas de deteccion de
rRNA 16S, rDNA 16S y amplificacion del gen 36 kDa de biopsias obtenidas en
nifios durante distintas fases del tratamiento.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio se Ilevd a cabo entre enero de 2001 y marzo de 2004 en el De-
partamento de Medicina (Unidad Médica 1) y Microbiologia y Biologia Molecu-
lar, del Centro JALMA Instituto para la Lepra y otras enfermedades micobacteria-
nas, de Agra y Departamento de Pediatria, S. N. Universidad Médica. Agra.

El consentimiento para la investigacion se obtuvo del Comité de Asesora-
miento Cientifico del Instituto, quien controlé anualmente el desarrollo del estu-
dio. La aprobacién ética se obtuvo del Comité Etico del Instituto el 14 de octubre
de 1998 como parte del proyecto denominado “Sondas para el diagndstico pre-
coz y posible diferenciacién de cepas”, que desde entonces se ha revisado perio-
dicamente.

Se incluyeron en el estudio a ochenta nifios menores de 16 afios y en distin-
tas fases de tratamiento, después de obtener el consentimiento de sus padres. Se
definié un caso de lepra como una persona que presenta signos clinicos de lepra
con o sin confirmacion bacteriolégica del diagnéstico mediante la confirmacion
de BAAR en los frotis cutdneos.” Se clasificaron estos casos empleando el criterio
estandar del Comité de Expertos de la OMS sobre Lepra, en Ginebra 1988. La le-
pra PB incluye sélo los casos baciloscopia negativos (Lepra indeterminada-I, Tu-
berculoide-TT, Borderline Tuberculoide-BT), mientras que la lepra MB incluye la

399



Borderline-Tuberculoide-BT, otros casos de lepra Borderline-BB, Borderline-Le-
promatosa-BL y Lepromatosa-LL que resultan baciloscopia positivos.’

En este trabajo se dividieron a los pacientes en tres grupos de acuerdo a su
fase de tratamiento: los no tratados, en tratamiento (4-8 meses para los PB y 9-12
meses para los MB) y los que terminaron la terapia farmacolégica (1 afio los PB y
2 afos los MB, respectivamente). Se trataron todos los pacientes con pautas estan-
darizadas o utilizadas en esos momentos en el Instituto.®? A los pacientes en tra-
tamiento se les efectud un control de forma periédica.

El tratamiento farmacoldgico para los casos MB (mas de 10 afos) contenia ri-
fampicina 450 mg/una vez al mes, 50 mg de clofazimina en dosis alternas y 50 mg
de dapsona diaria. Para niflos menores de 10 anos, se ajusté la posologia a: 300 mg
de rifampicina (una vez al mes), 50 mg de clofazimina dos veces a la semana y
25 mg de dapsona diaria hasta los 2 afios.®

La posologia para los casos PB (mayores de 10 ahos) contenia 450 mg de ri-
fampicina mensual y 50 mg diarios de dapsona durante 1 afio. Para nifios meno-
res de 10 afios contiene 450 mg de rifampicina mensual y 50 mg diarios de dap-
sona durante 1 ano. Para menores de 10 afios, se ajusta la dosis a 300 mg de
rifampicina y 25 mg de dapsona. El tratamiento finaliza al afio.” Se llevaron a
cabo un examen clinico exhaustivo junto a una baciloscopia por BAAR. Se obtu-
vieron biopsias cutaneas de las lesiones activas de estos pacientes.

EXTRACCION Y FRACCIONACION DEL RNA Y DNA

Las biopsias se homogenizaron en tampén TE (Tris-EDTA, ph 8). Se extraje-
ron los acidos nucleicos y mediante un procedimiento fisicoquimico se fraccio-
naron en rRNA y rDNA. El procedimiento consiste en: ciclos de congelacion-
descongelacion, tratamiento enzimatico secuencial con lisozima y proteinasa k
seguida de fraccionamiento por precipitacién con 0.75 v/v etanol por RNA y
después 0.75 v/v isopropanol para DNA después de la suspension de tampén de
lisis. " Se eliminé la contaminacién residual de DNA en rRNA mediante trata-
miento con DNAse (Sigma).

SONDAS

Se utilizaron las siguientes dos sondas con distintas dianas sobre fragmentos
distintos de RNA ribosémico del genoma del M. leprae disefiados por KATOCH et
al. >y utilizados por SHARMA et al. "> y DAYAL et al.**: (i) una sonda DNA sinté-
tica 5"CACTGGCTTCGGGTGTT-3, frente a un fragmento de 1425-1441 de
rRNA 16S y (ii) una sonda de 18 oligonucleétidos 5'CTTCAAGGCGGATGTCTT-
3" que amplifica la regién 192-209 del rRNA 16S.

Las sondas se obtuvieron de Bioserve y Biotechnology (Hydebarad, India) y
marcados en el extremo 3°OH con DIG con el Kit n.° 3353575 (Roche Diagnos-
tics, Alemania). Los RNA y DNA ribosémicos fraccionados se transfieren a mem-
brana de nylon y fijados en un horno a 120 °C durante 30 minutos (GALLENKAMP,
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UK). La hibridacion con sondas se efectué utilizando el procedimiento descrito
anteriormente. '* '3

PCR

Se amplificé un fragmento de 530 bp del gen 36 kDa descrito por HARTSKEERI
et al.>® en un termociclador (M. J. ReseARcH USA, Modelo PTC 100). La identifica-
cion de los amplificados se confirmé mediante electroforesis en gel e hibridacion
southern blot mediante una sonda marcada DIG.

RESULTADOS

Se estudiaron ochenta casos, la mayoria (79%) con edades comprendidas en-
tre 9-16 afios. La mayoria de pacientes presentaban lesiones hipopigmentadas
(74.75%) y maculas (63.75%) en areas corporales expuestas o no. La mayoria
presentaba alteraciones de la sensibilidad cutanea y un 75% presentaba engro-
samiento neural. El examen baciloscépico revelé que el 91% de los casos PB
(total 41) eran negativos, mientras que el 9% resultaron positivos (Tabla 1). La
mayoria de casos MB (66.25%) eran baciloscopia positivos.

Tabla 1. Resultados del examen de frotis cutaneos en los pacientes del estudio

Periodo Resultados 1 TT BT BB BL LL Total

de tratamiento del frotis

No tratados Positivo 0 0 4 5 5 2 16
Negativo 2 5 2 2 0 14

4-8 meses

y 9-12 meses Positivo 0 0 0 4 3 0 7

de tratamiento Negativo 2 4 13 2 1 1 23

1-2 anos de Positivo 0 0 0 1 2 1 4

tratamiento Negativo 0 0 8 5 2 1 16

Total 5 6 30 19 15 5 80

MUESTRAS PAUCIBACILARES

Las biopsias del 60% de los casos no tratados resultaron ser positivos por
rRNA 16S, 50% para las sondas que hibridan con rDNA 16S, mientras que el
70% era PCR positivo. En los pacientes en tratamiento (4-8 meses), 10.5%, 21%,
y 36.8% resultaron positivos con sondas que hibridan rRNA 16S, rDNA 16S y
PCR, respectivamente. No habia sefial de positividad al completarse el afio de tra-
tamiento en estos casos con sondas o PCR (Tabla 2).
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Tabla 2. Resultados sondas acido nucleicos y PCR en biopsias de pacientes PB.

Periodo de Pacientes Sondas PCR con diana
tratamiento evaluados 36kDa
16SrRNA 16SrDNA
diana diana

Casos positivos Casos positivos Casos positivos
No tratados 10 6 (60%) 5 (50%) 7 (70%)
4-8 meses
de tratamiento 19 2 (10.5%) 4 (21%) 7 (36.8%)
1 ano de
tratamiento 8 0 0 0

MUESTRAS MULTIBACILARES

En el grupo no-tratados todos los casos baciloscopia positivos resultaron tam-
bién positivos por rRNA 16S, rDNA 16S y PCR. En el grupo baciloscopia negati-
vos, el 100% de positividad se analizé con sondas que hibridan dianas sobre
rRNA 16S y con PCR, mientras que el 75% de los casos con resultados positivos
con sondas que hibridan el rDNA 16S diana.

En pacientes MB en tratamiento, el 42.8% de los casos baciloscopia positivos
presentaron sefales positivas, mientras que todos los casos frotis negativos fueran
negativos con ambas sondas y con PCR. Ninguno de los casos frotis negativos
presento sefiales positivas al final del tratamiento y solo un caso baciloscopia po-
sitivo resulto PCR positivo.

Tabla 3. Resultados sondas acido nucleicos y PCR en biopsias de pacientes MB

Sensibilidad de la sonda

Periodo de Resultados 16S rRNA  16S rDNA PCR con
tratamiento frotis Total diana diana diana 36 kDa

Positividad Positividad

No tratados Positivo 16 16 (100%) 16 (100%) 16 (100%)
Negativo 4 4 (100%) 3 (75%) 4 (100%)

9-12 meses Positivo 7 4 (56.2%) 3 (42.8%) 3 (42.8%)

de tratamiento  Negativo 4 0 0 0

Después de

2 afios de Positivo 4 0 0 1 (25%)

tratamiento Negativo 8 0 0 0
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Una pieza esencial...

...en el tratamiento de las infecciones bacterianas cutaneas

Plasimine

Mupirocina 2% 15g / 309

Plasimine Mupiracina. Composicion: Pomada 2%. Cada gramo contiene: Mupirocina (DCI) 20 mg. Excipientes: polietilenglicoles, c.s
Propiedades: Mupirocina, principio activo de PLASIMINE Pomada, es un antibiético de amplio espectro obtenido por fermentaciéna partir de Pseudomonas
fluorescens, cuya estructura quimica y mecanismo de accion no estan relacionados con los de otros antibacterianos. Inhibe “in vivo” la sintesis bacteriana
de proteinas mediante ligazon especifica y reversible a la isoleucil-tRNA sintetasa bacteriana. Este mecanismo de accion y su estructura probablemente
favorecen la ausencia de resistencias cruzadas con otros antibicticos. Mupirocin, a concentraciones inhibitorias minimas (CIM) presenta accion bacteriostatica,
sin embargo, a concentraciones mayores (alcanzables con la administracion topica) es bactericida. Debe utilizarse exclusivamente por via topica. Aunque
los estudios realizados revelan una buena penetracion en el estrato cérneo de la piel, la absorcion sistémica del antibidtico tras su administracion tpica
es muy escasa. Mupirocina pomada es soluble en agua y no mancha la piel ni la ropa. Indicaciones: PLASIMINE Pomada (Mupirocina) estd indicada en
el tratamiento topico de infecciones cutaneas bacterianas primarias: impétigo, foliculitis y furunculosis. Actividad antibacteriana; Mupirocina es activa “in vitro" frente a los microorganismos
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DISCUSION

En ausencia de la visualizacién microscopica de BAAR, el diagndstico de la
lepra depende de los sintomas clinicos e histopatolégicos que en muchos casos
resultan confusos, sobre todo en los casos con lesiones cutdneas maculares e hi-
popigmentadas; dichos casos son los evaluados en este estudio y tambien por
otros investigadores que trabajan con nifios. Las lesiones maculares son las formas
precoces de la enfermedad y se detectan mas frecuentemente en India.**'> ' No
s6lo presenta problemas para el correcto diagnéstico, sino que la actividad bacte-
riolégica de la enfermedad también constituye otro factor dificil de controlar.

Hemos observado no solamente que se puede detectar rRNA y rDNA de M. le-
prae mediante sondas y secuencias especificas DNA M. leprae por PCR en casos MB
y PB no tratados, sino que incluso se pueden utilizar estas técnicas para controlar el
progreso y evolucién del tratamiento. La positividad es mucho mayor en los casos
MB y una parte significativa de casos MB baciloscopia negativos resultan positivos
aplicando estas técnicas. La deteccion del DNA ribosémico es menos sensible que
en los casos PB. Como en estudios anteriores, estas sondas dieron resultados positi-
vos en todos los frotis positivos sin tratar y en una proporcion significativa de casos
frotis negativos. Aunque no es estadisticamente significativa la sensibilidad total de
estas sondas en los casos PB no es la mds adecuada y resulta menor que la sensibili-
dad observada con PCR. Esta informacién revela que estas sondas y PCR sélo se
pueden utilizar como técnicas suplementarias y que cuando son negativas, los clini-
cos tendran que confiar y confirmar mediante examenes clinicos e histolégicos.

La mayor positividad de las sondas con dianas son rRNA 16S en casos no tra-
tados comparado con sondas sobre rDNA 16S puede explicarse por el hecho de
que las sondas sobre DNA requieren 10*-10° dianas para una sefal positiva,
mientras que las sondas con dianas RNA ribosémico tienen un nimero mayor por
célula viva (2000-5000 copias) y estas se degradan mas rapidamente después de
la muerte bacilar.? "' esta ventaja no presenta ninguna diferencia estadistica-
mente significativa en este estudio por el reducido ndmero de casos. Las posibles
ventajas de estas técnicas requieren un andlisis y su verificacion estadistica en un
nimero mayor de casos. El trabajo revela que la positividad rRNA 16S disminuye
con el tratamiento. Por tanto, la deteccion de rRNA 16S puede emplearse para
controlar el tratamiento correlacionado con la pérdida de viabilidad del M. leprae.
Se ha publicado una disminucién de la sefal en casos adultos MB en tratamiento, '
pero no hay mucha experiencia con casos menos baciliferos. Aunque los resulta-
dos deben ser validados en un mayor nimero de casos, las tendencias son prome-
tedoras. La proporcion de casos con secuencias de 4cidos nucleicos detectables
disminuyé progresivamente. Como ya se informé anteriormente, las sefales de
DNA detectado por PCR disminuye con el tratamiento, pero persiste en un deter-
minado ndmero de casos. ' '® Como el tratamiento recomendado ha sido redu-
cido y es casi el mismo que el de los casos a mitad del tratamiento en esta serie,
el significado de estas senales positivas en dicho punto precisa ser evaluado me-
diante estudios de seguimiento.
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En conclusién, este estudio apoya la utilidad potencial de la hibridacién con

sondas génicas con dianas sobre rRNA 16S o rDNA 16S para la confirmacién de
casos MB activos y también podra ser Gtil para controlar el tratamiento. Para una
seguridad maxima, el uso de métodos de amplificacion de genes como PCR (con
posibles dianas m-RNA o r-RNA).
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TECNICA DE LA INOCULACION EN ALMOHADILLA
PLANTAR PARA CULTIVO DEL MYCOBACTERIUM LEPRAE

LOUIS LEVY* & BAOHONG JI**

RESUMEN

Aunque la multiplicacion del M. leprae en las almohadillas plantares de rato-
nes inmuno-competentes es limitada y no se originan lesiones tipicas de la enfer-
medad, este método representa el primer sistema (til y modelo animal reproduci-
ble de la infeccion por M. leprae. Su uso ha permitido establecer investigaciones
sobre temas bdsicos referentes a la enfermedad y sobre la microbiologia del M. le-
prae y la epidemiologia, tratamiento y control de la lepra. Esta técnica es muy la-
boriosa y cara en cuanto a la compra y mantenimiento de los animales. Ademads,
es imprecisa e insensible comparada con las técnicas utilizadas con microorganis-
mos cultivables. Por estas razones y también por el éxito de la multiterapia, ha
sido abandonada por muchos centros. Sin embargo, hasta que se disponga de una
técnica mas sensible y simple para demostrar la viabilidad del M. leprae, sigue
siendo un instrumento esencial para la investigacion en este campo. En este tra-
bajo, se revisa la técnica de la almohadilla en detalle, se analiza su precisién vy li-
mitaciones, sus importantes aplicaciones y se describe el método que pueda re-
emplazar a este en el futuro.

SUMMARY

Although multiplication of Mycobacterium leprae in the foot pads of im-
mune-competent mice is limited, and no leprosy-like lesions are produced in
these animals, the Mouse foot-pad system represents the first truly useful and re-
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producible animal model of M. leprae infection. Its employement has enabled re-
search into basic questions with respect to the microbiology of M. leprae, and the
epidemiology, treatment and control of leprosy. The muse foot-pad technique is
labour-intensive and time-consuming, and is expensive in terms of the costs of
animal purchase and maintenance. In addition, the technique appears to be rather
imprecise and insensitive, compared with the techniques employed in working
with cultivable micro-organisms. For these reasons, and also as a by-product of
the success of multi-drug therapy, the technique has been abandoned in many re-
search centres. Nevertheless, until a more simple and sensitive technique for de-
monstrating the viability of M. leprae is developed, the mouse foot-pad system re-
mains an essential tool for leprosy research. In this review, we discuss the mouse
foot-pad technique in detail, analyse its precision, point out its shortcomings, des-
cribe its most important applications, and prescribe a method by which to assess
the ability of an alternative technique to serve in place of this established technique.

INTRODUCCION

A pesar de los continuos esfuerzos durante décadas por muchos grupos de in-
vestigadores, el Mycobacterium leprae, el agente causal de la lepra humana, toda-
via no ha sido cultivado en medio sintético, aunque hay estudios que afirman haber
conseguido algunos indicios de actividad metabdlica con medios in vitro. ' Ade-
mas, el andlisis del genoma del M. leprae parece indicar que su cultivo en medio
sintético quizas no sea posible: menos de la mitad del genoma contiene genes fun-
cionales, mientras que los genes inactivados o pseudogenes son muy abundantes;
el genoma ha sufrido una reduccién evolutiva, acompanada de una degradacién
génica y reduccién de tamano. Estos cambios evolutivos han originado la elimina-
cién de importantes rutas metabdlicas, junto a circuitos reguladores y funciones de
tipo accesorio, particularmente los comprometidos en el catabolismo.>?

La incapacidad de cultivar el M. leprae en medios sintéticos o celulares hizo
que C.C. SHEPARD intentara cultivarlo en la almohadilla plantar del ratén. Como
describié en dos articulos fundamentales, “° la técnica implica la inoculacién de
pequenas cantidades del organismo (= 10* en la almohadilla plantar del rat6n in-
muno-competente. Los organismos se multiplican muy lentamente in situ, con un
tiempo de generacién de aproximadamente 2 semanas. Durante varios meses el
M. leprae se duplica entre 6-8 veces, estando su multiplicacién limitada por el
sistema inmune del raton. Inoculaciones mayores (= 10° organismos) parece ser
que priman el sistema inmunoldgico antes de que haya multiplicacion apreciable.
Como resultado, el in6culo sélo contiene proporciones diminutas (< 1:10%) de or-
ganismos viables que normalmente no originan multiplicacion, resultando la téc-
nica insensible. Ademas, la respuesta inmune del raton es bastante eficiente una
vez alcanzado el maximo de reproduccién y casi todos los organismos son inacti-
vados' de manera que resulta dificil obtener con esta técnica grandes cantidades
de organismos viables.
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A pesar de todas estas limitaciones, actualmente no se dispone de una alter-
nativa valida a la técnica de inoculacion plantar como sistema para cultivar M. le-
prae. Sin embargo, a pesar de su importancia histérica y su aportacién a los cono-
cimientos sobre M. lepraey la lepra, esta técnica ha sido abandonada en muchos
laboratorios, ya que los investigadores mas jovenes y recién llegados al campo de
la lepra se muestran impacientes con ella, y los mas veteranos estan siendo reem-
plazados en sus departamentos.

Esta revision no pretende ser un manual de “hagalo usted mismo” para los
que quieran implantar esta técnica en su laboratorio, ni pretende ser una revision
completa de todo lo publicado sobre el tema. Por el contrario, el objetivo de este
trabajo es elaborar la base cientifica de la técnica y facilitar ejemplos de sus di-
versas aplicaciones, proporcionar estandares mediante los cuales se puedan inter-
cambiar resultados y proporcionar sugerencias sobre posibles alternativas futuras
a la técnica.

Antecedentes

SHEPARD escogid la almohadilla plantar trasera del ratén como zona para in-
tentar cultivar el M. leprae por dos motivos. Los inmundlogos ya utilizaban la al-
mohadilla plantar para evaluar las respuestas a antigenos. Mas relevante todavia,
era que FENNER7 ya habia descrito la multiplicacion en la almohadilla plantar del
ratén de M. marinum y M. ulcerans, organismos que presentan temperaturas opti-
mas de crecimiento menores de 37 °C. La temperatura éptima del M. leprae ya se
suponia inferior a 37 °C por su predileccién por las zonas mas templadas de la
piel y nervios periféricos. Shepard demostré® que la almohadilla plantar esta a
una temperatura varios grados menores que la temperatura corporal del ratén
(aunque sus datos demuestran que la cola es todavia mds fria, este es un érgano
mucho mayor y, por tanto, el in6culo no se mantiene localizado y ademas resulta
mas dificil de inyectar).

SHEPARD descubrié*® que el M. leprae obtenido de las biopsias cutaneas o la-
vados nasales de los pacientes con lepra lepromatosa e inoculados en las almoha-
dillas plantares de los ratones, se multiplicaban localmente si se diluia apropiada-
mente dicho in6culo. Ademas, los organismos obtenidos de las almohadillas
inoculadas se multiplicaban de manera constante mediante pasaje a las almoha-
dillas de ratones no infectados. Si el inéculo es inferior a = 10* bacilos acido-alco-
hol resistentes (BAAR) por almohadilla, se observa un incremento de 50- a 1.000-
veces superior en cada pasaje. Una cepa de M. leprae se multiplicé 6 x 10°- veces
al final de 5 pasajes y 17 cepas demostraron incremento de 10* a 10’- durante el
transcurso de 3 pasajes. Estos hallazgos de SHEPARD fueron posteriormente confir-
mados por REes® y Pattyn ™ entre otros y esta técnica se convirtié en un importante
instrumento de investigacion para la lepra.

Antes de los experimentos de SHEPARD, muchos investigadores habian inocu-
lado M. leprae en ratones y otros mamiferos pequefios por distintas vias. Sin em-
bargo, estos trabajadores intentaban conseguir manifestaciones de una enferme-
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dad tipo lepra, mientras que SHEPARD simplemente enumeré los AFB en el inéculo
y después de la multiplicacion en los tejidos inoculados. Se obtuvieron resultados
similares en otros roedores, incluyendo la rata, el jerbo, hamster y Mystromys *'" y
aunque si que se han conseguido enfermedades tipo lepra en ratones inmuno-
comprometidos'> " y ratas ", el armadillo' y varios primates ', el raton de labora-
torio inmuno-competente ofrecia la ventaja de la economia y disponibilidad de
numerosas cepas genéticamente bien definidos. Por tanto, la mayor parte del tra-
bajo se llevé a cabo en ratones.

Multiplicacion del M. leprae en el ratén
MULTIPLICACION EN EL RATON INMUNO-COMPETENTE

La multiplicacion del M. leprae en la almohadilla plantar trasera del ratén in-
munolégicamente intacto BALB/c esta representado en la curva tipica de creci-
miento de la Figura 1. En este ejemplo, " se inoculan los ratones en la almohadilla
plantar trasera con 5 x 10° M. leprae, y a partir de los 60 dias se recogen a inter-
valos determinados los bacilos de un pool tisular de entre 4 a 8 almohadillas. La
cantidad de BAAR por almohadilla puede aumentar exponencialmente hasta >10°
durante el transcurso de los 150 dias después de la inoculacién, seguido por una
fase estacionaria o “plateau”. Este proceso, aunque lento, es reproducible.

o
o
1

o
o
1

Log nimero de BAAR/almohadilla

T T T T
0 100 200
Dfas después de la inoculacién

Figura 1: Curva de crecimiento del M. leprae en la almohadilla plantar de ratén inmuno-
competente BALB/c. Los ratones fueron inoculados en la almohadilla plantar con 5 x 10°
organismos y se efectuaron recuentos de los homogeneizados resultantes de 4 (»), 6 (A)
u 8 (m) almohadillas plantares a los intervalos descritos. El tiempo de generacién durante la
multiplicacién logaritmica, calculada a partir de trazar la linea recta mejor ajustada, es de
aproximadamente 13 dias (adaptado de la referencia n.® 17).
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MULTIPLICACION EN EL RATON INMUNO-COMPROMETIDO

En un trabajo ya clasico, ' Rees revel6 que en ratones CBA adultos-timectomi-
zados, irradiados letalmente y con reconstitucion de médula 6sea, los animales
inoculados con 10* M. leprae/almohadilla plantar,estos se multiplicaron hasta un
maximo de dos o tres veces superiores en los timectomizados-irradiados (‘T + ")
que en los inmuno-competentes CBA inoculados con la misma suspension bacte-
riana. Ademas, los ratones T + | permitian la multiplicacion de un in6culo de 10°
por almohadilla plantar, mientras que con esta magnitud no se conseguia multi-
plicacion en ratones inmuno-competentes. Gaugas '®, obtuvo resultados similares
sustituyendo la globulina anti-linfocitica por la irradiacion.

COLSTON y su grupo demostraron® un maximo de multiplicacion incluso mas
elevado en ratones “desnudos” congénitamente atimicos (nu/nu) y a los 18-24
meses después de la inoculacion muchos animales presentaron un engrosamiento
visible de las almohadillas inoculadas.

DOSIS INFECTIVAS MINIMAS DE M. LEPRAE

En la tabla 1 se presenta la evidencia de que un solo M. leprae viable es sufi-
ciente para conseguir la multiplicacién en el ratén. Se observé que el M. leprae se
multiplicé en al menos siete de las 10 almohadillas inoculadas mediante un pro-
medio de cinco bacilos por almohadilla en ocho experimentos en que los pasajes
se efectuaron entre 30 dias antes y 13 dias después de que la multiplicacién al-
canzara 10° BAAR.®

Ademads, como se demostrard, una fraccién del inéculo se pierde inmediata-
mente en el punto de administracién. Por tanto, aunque se inocularon cinco orga-
nismos viables de promedio, la distribucién mds o menos al azar del in6culo
BAAR junto al hecho de que algunos de los BAAR se pierden en el sitio de in6cu-
lacion, sugiere que la multiplicacién del M. leprae en muchos ratones represen-
tada en la Tabla 1, puede haberse conseguido con s6lo un organismo viable.

TIEMPO DE REPRODUCCION DEL M. LEPRAE

Como el M. leprae se multiplica a la misma velocidad en ratones inmuno-
competentes y ratones inmuno-comprometidos, parece ser que la velocidad con
la que se multiplican en la almohadilla plantar puede ser maxima. El calculo del
tiempo de reproduccion a partir de la pendiente de la fase logaritmica es impre-
cisa, porque las cantidades mds pequenas de M. leprae se calculan a partir de
s6lo algunos organismos y porque el inicio de la fase plateau es dificil de determi-
nar. Una técnica alternativa puede ser medir la diferencia de tiempo entre curvas
de crecimiento paralelas que resultan de inocular grupos de ratones con dilucio-
nes seriadas x10 de la misma suspensién bacteriana. En un experimento, resu-
mido en la Figura 2, las curvas estan separadas entre 40-45 dias, equivalente a 13
dias de tiempo de doblamiento bacteriano (la diferencia entre dos in6culos adya-

411



centes, p. €j. 5 x 10° y 5 x 10%, es equivalente a 3,32 doblamientos). El valor me-
dio del tiempo de generacién derivado de este y seis experimentos mas fue 11-1 +
1,92 (promedio + 95% limites de confianza) dias.

Tabla 1: Muerte del M. leprae durante la fase “plateau” (adaptado de la referencia n.° 6).
En 21 experimentos se inocularon ratones BALB/c lactantes con diluciones seriadas x 10 de
suspensiones de M. leprae, de manera que los ratones se inoculan con un promedio de 5 x
10°, 5x 10% 5 x 10" o 5 BAAR por almohadilla plantar. Se analizan muestras de al menos
1 ano después de la inoculacién, y se acordé que habia multiplicacién si el nimero de
BAAR era = 10° por almohadilla plantar, sin tener en cuenta la cantidad inoculada.

N.° almohadillas infectadas/N.° inoculados con:

N.° dias después N.° M. leprae viable*
de 10° 5x10° 5x10* 5x10" 5x10° por 5 x 10°
-30 6/6 10/10 5.000
-27 10/10 5.000
-6 7/10 600
0 10/10 5.000
1 9/10 2.300
8 10/10 9/10 2.300
11 10/10 7/10 1.200
13 10/10 7/10 1.200
14 2/4 2/10 0/10 1
22 9/10 5/10 350
61 6/10 2/8 12
78 4/8 2/10 1/10 1
82 10/10 6/10 900
94 6/10 2/10 1
95 1/8 7/10 0/10 1
110 9/10 0/6 23
117 7/10 3/10 155
122 10/10 2/2 1/10 18
158 7/10 2/10 0/10 2
191 10/10 7/10 0/10 12
232 10/10 6/10 0/10 9

* Estos valores se calculan como MPN por medio de la ecuacion HALVORSON y
ZIEGLER.”!
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Figura 2: El nimero logi de M. leprae/almohadilla como funcién de la cantidad de dias
desde la inoculacion al examen de la muestra y el nimero de BAAR inoculados. Los
puntos representan las cantidades obtenidas de M. leprae en cada grupo de ratones: la li-
nea recta que mejor se ajusta se utiliza para medir el tiempo desde la inoculacién a la mul-
tiplicacién al nivel de 10° BAAR/almohadilla. Los ratones se inocularon con 5.000 (), 500
(©), 50 (A), o 5 (m) BAAR/almohadilla (de referencia n.° 20).

FASE “PLATEAU”

La fase “plateau” de la curva de crecimiento del M. leprae en la almohadilla
plantar es similar a la fase estacionaria del crecimiento de bacterias cultivables.
Sin embargo, el cese de la multiplicacion del M. leprae en la almohadilla plantar
no es por el agotamiento de los nutrientes esenciales o acumulacion de productos
toxicos del metabolismo bacteriano, que son los causantes de la fase estacionaria
en cultivo, sino que los organismos son inactivados por el huésped, el raton.

La evidencia sobre este tema puede hallarse en una serie de experimentos, °
en que las distintas proporciones de organismos viables calculados a intervalos
antes y después de que el M. leprae alcanzara el nivel de 10° por almohadilla
plantar, por el método HALVORSON y ZIEGLER*' del “niimero mas probable” (MPN).
Los resultados de estos experimentos resumidos en la Tabla 1, demuestran que al
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cesar la multiplicacion, los M. leprae viables desaparecen en un tiempo medio de
25 dias. Por lo tanto, la fase plateau o estacionaria se caracteriza por la muerte de
los bacilos.

Incremento de la multiplicacion en ratones inmuno-comprometidos y su reversion
al reconstituir el sistema inmunolégico

Que la multiplicacién del M. leprae esta incrementada en las almohadillas
plantares de ratones inmuno-comprometidos sugiere que la multiplicacion esta li-
mitada por la respuesta inmunolégica del raton. Ademds, Rees demostr6 2 una ra-
pida reversion de la lesién de la almohadilla en ratones T + | por reconstitucion
del ratén mediante linfocitos singénicos. Otros investigadores *** han informado
sobre la reversion del proceso patolégico en ratones desnudos M. leprae infecta-
dos mediante reconstitucién inmunolégica. Sin embargo, utilizando una técnica
in vitro, ADAMS y sus co-trabajadores * fueron incapaces de demostrar la muerte
de los bacilos en ratones infectados y nu/nu reconstituidos.

Resistencia frente a la sobreinfeccion

Si el mecanismo mediante el cual los ratones limitan la multiplicacién del M. le-
prae es una respuesta inmunoldgica mediada por células, los ratones primados poco
después de una infeccion previa, antes de poder mostrar una respuesta inmunolé-
gica, no deben estar protegidos frente a una primo-infeccién secundaria, mientras
que los primados después del inicio de la respuesta inmunoldgica deben estar prote-
gidos. Se demostrd este proceso en una serie de experimentos en los que grupos de
ratones fueron inoculados en una almohadilla plantar y a distintos intervalos des-
pués, primados en la otra almohadilla plantar con M. leprae de la misma cepa.

Precision de la técnica

En el Apéndice 1 se resume una descripcién de la técnica de la almohadilla
plantar, por SHEPARD y D. H. MCRAE. " Brevemente, se sacrifica el animal y se di-
secciona la almohadilla plantar inoculada y se homogeniza. Se disponen pequenas
alicuotas del homogeneizado sobre los “circulos” de la cdmara de contar, que se
tifie y se examina al microscopio 6ptico. Como no es posible examinar todo el ho-
mogeneizado, sélo se cuentan los organismos presentes en una pequefia muestra.
Ademas, como todas las micobacterias, el M. leprae tiende a formar grumos de ba-
cilos y ademas la homogeneizacién no consigue disgregar todos los BAAR. Como
resultado de todo esto, el M. leprae no es probable que esté distribuido uniforme-
mente por todo el homogeneizado y el recuento de BAAR estard sujeto a errores.
La precision de esta técnica ha sido estudiada por Krushat y colaboradores. 2

Primero, se detect6 que los BAAR en muestras con cantidades minimas (< 2
por campo microscépico) de bacilos estaban distribuidos mas al azar, i.e. su dis-
tribucién era consistente con la distribucién Poisson (ver Apéndice 2).

414



Estos investigadores también evaluaron la variacién en la cantidad de BAAR
entre las distintas muestras preparadas de un homogeneizado y de las distintas
muestras de duplicados, tanto de un Gnico ratén como de un pool de muestras de
varios animales. La variacién obtenida en los recuentos de estas BAAR en los pre-
paraciones duplicadas resulté consistente con una distribucién normal. Ademas,
la variacion desde el recuento mayor a menor, de las almohadillas de cuatro rato-
nes efectuado en 13 grupos fue de 1,67 a 20,0, con un promedio de 6,66 y el re-
sultado obtenido mediante grupos de cuatro a ocho ratones en los duplicados de
muestras resultd menor a 4,08. Estos resultados revelan que esta técnica es repro-
ducible ya que, a pesar de la distribucién no aleatoria del M. leprae en los homo-
geneizados, la técnica de almohadilla plantar presenta una gran precision.

Finalmente, también se dispone de evidencias que indican que cuando se
inoculan ambas almohadillas traseras al mismo tiempo con M. leprae viable, los
organismos se reproducen en cada almohadilla trasera® de forma independiente.
En un experimento donde se sacrificaron los animales y obtuvieron muestras de
ambas almohadillas traseras que habian sido inoculadas con la misma suspensién
bacteriana, se evidencié multiplicacién en el 48% de las mismas; el 23% pre-
sent6 multiplicacién en ambas almohadillas; 27% en ninguna y 50% en sélo una,
que es exactamente la prediccién de la distribucién binominal.?

Todavia hay otras fuentes de error. Una es el momento o intervalo de sacrifi-
cio del animal: si es demasiado pronto se puede estar afectando la multiplicacion
del M. leprae, mientras que si es tardia puede enmascarar importantes diferencias
entre grupos de animales de experimentacion. Otro motivo de error es que el in6-
culo contenga s6lo pocos bacilos viables. Si el inéculo (=10* M. leprae por almo-
hadilla) contiene pocos organismos viables, de manera que algunas almohadillas
se inoculan con uno o mds organismos viables, mientras que otras solamente con
M. leprae no viable, como ocurre algunas veces, * la variacion en las cantidades
de BAAR obtenidas de los sacrificios por duplicado puede ser mucho mayor que
el obtenido por KRUSHAT et al.?® En dichas circunstancias, el resultado de sacrifi-
cios duplicados puede variar desde el minimo (8.875, si s6lo hay un BAAR) du-
rante el examen de 40 campos microscopicos, como se observa en el Apéndice T,
hasta 100 veces o mas esta cantidad.

En la Tabla 2 se presentan las distintas cantidades obtenidas de los duplica-
dos de muestras de M. leprae de las almohadillas individuales, de los ratones con-
trol no tratados de seis experimentos. El riesgo de variacion entre el menor a ma-
yor nimero de BAAR, va desde 10 a 480. El analisis obtenido de los resultados de
estos seis experimentos revela que el indculo difiere mucho, en términos de pro-
porcién de M. leprae viable; la proporcion de organismos viables en el mayor de
los in6culos era 10 veces mayor que en el que menos contenia.

DESTINO DEL INOCULO

Junto al problema de la distribucién no-aleatoria de los microorganismos, se
presenta otra complicacion que es la pérdida del in6culo del punto de inocula-
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cién. Como se puede deducir de la descripcién de la enumeracién de los BAAR
obtenidos de las almohadillas inoculadas, no es posible medir la proporcién de
in6culo que permanece en el tejido de la almohadilla después de la inoculacion;
recuperar el inéculo al completo de <10* BAAR de la almohadilla resultaria en el
recuento de menos de un BAAR por 40 campos microscépicos, de promedio. Du-
rante el transcurso de un experimento donde se inocularon las almohadillas plan-
tares con gran cantidad de M. lepraey se sacrificaron los animales a los pocos
dias, se observé que sélo se recuperé un 30% de los organismos inoculados, ** lo
que sugiere que una parte importante del in6culo se pierde y se han realizado ex-
perimentos para intentar cuantificar esta pérdida.*

Tabla 2: Evaluacion del ndmero de M. leprae en almohadillas plantares individuales de los
ratones control de seis experimentos. Los resultados de los andlisis individuales de M. le-
prae representando los grupos de control de seis experimentos distintos, se analizan en
términos de la variacion almohadilla por almohadilla en las cantidades de BAAR obtenidos.

Fuente N.° BAAR/almohadilla (x 10°)
(N.° de N.° L
referencia) almohadilla Almohadillas individuales Mediano Ratio MPN*
31 6 9:14, 5-50, 4-44, 2-40, 1-24, 0-889  3-42 102 1:25
30 16 7-72,4-08, 1-60, 0-71, 0-62, 0-089 <0-089 >86-7 0-288
(2), ** <0-089 (9)
32 15 33-6,20-2, 189, 15-1, 11-5, 8-70, 6:04 199 277
639, 6:04,
5:006, 4-70, 4-62, 3-90, 3-37,
3-36, 1-:69
el 36 14-3, 5-95, 5-15, 4-86, 462, 3-37, 1-06 161 0-723

2-84,2-31, 1-86, 1-69,
160, 1-51 (2), 1-33, 1-24, 1-15,
106 (3), 0-976 (2). 0-89,
0-621 (3), 0-266 (2), 0-178 (3),
0-089 (2), <0-089 (4)

33 25 48,37,33,96,6:9, 4-7,3-75,2:65,  0-80 480 0-280
2:3,1:3 (2), 0-8 (2), 0-4 (5), 0-2
(2), 0-1 (5)
33 14 89-8, 45-7, 40, 30, 20-8 (2), 18-6, 156 264 136

12:7,12:5,7-2, 54, 5:3, 52, 3-4

** N.° mas probable de M. leprae viable por 5000 BAAR.
*** N.° de almohadillas con el resultado esperado; en los demds casos, sélo una
almohadilla present6 el resultado esperado.
*** Estos son resultados no publicados de M. Ngamying et al.
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Se prepararon inéculos de M. leprae por centrifugacion de las suspensiones
bacterianas obtenidas de almohadillas plantares de muchos ratones y estas sus-
pensiones concentradas se volvieron a inocular en las almohadillas plantares de
otros ratones. Se sacrificaron los animales a intervalos desde 1 h a 9 dias después
de la inoculacién y se hicieron recuentos de los BAAR recuperados. Se obtuvo
un maximo del 40% y un minimo del 10% de los BAAR inoculados a las pocas
horas siguientes a la inoculacién, mientras que se recuperaba hasta un 75% del
total de los BAAR simplemente anadidos a un homogeneizado. Ademas, si se ho-
mogeneizaba el tejido adyacente al punto de inoculaciéon tampoco se obtenian
BAAR. Se obtuvieron resultados similares al inocular almohadillas plantares con
M. marinum, y efectuado un recuento a las 1-2 horas después mediante un ho-
mogeneizado.

Que el 70-90% del in6culo pueda perderse inmediatamente con sélo cinco
organismos, dejando s6lo uno o dos BAAR para que se multiplique in situ, apoya
la conclusién que un Gnico organismo viable M. leprae es suficiente para conse-
guir la multiplicacién en la almohadilla plantar.

Aplicaciones de la técnica de la almohadilla plantar

El no poder cultivar el M. leprae en medio libre de células ha supuesto un
gran impedimento para la investigacion de la lepra. La Gnica alternativa a este
obstaculo ha sido la técnica de inoculacién en almohadilla plantar, que ha permi-
tido efectuar investigaciones en muchos campos. La aplicacion de esta técnica se
considera aqui bajo dos conceptos: el ratén como medio de cultivo y el raton
como modelo del huésped humano.

Se ha escogido un Unico ejemplo de cada uno de estos conceptos para ilus-
trar la manera en que se aplica la técnica.

EL RATON COMO MEDIO DE CULTIVO
Cribaje de medicamentos

Se han empleado varios métodos para cribar medicamentos. El método “con-
tinuo” que fue el primero utilizado para demostrar la actividad antimicrobiana de
un medicamento frente al M. leprae en ratones, ** exige que se administren los
medicamentos a los ratones M. leprae infectados desde el mismo dia de la inocu-
lacién hasta que se sacrifican los animales, los medicamentos activos son los que
inhiben la multiplicacion de los organismos, evaluado en el momento de exami-
nar las almohadillas plantares de los animales sacrificados. Es el método mas sen-
sible para detectar la actividad antimicrobiana frente al M. leprae. Sin embargo,
no puede diferenciar la actividad bactericida de la meramente bacteriostatica;
aunque muchos principios activos exhiben actividad bacteriostatica frente al M.
leprae, son pocos los bactericidas y estos serian los mds interesantes para un trata-
miento farmacolégico combinado frente a la lepra. 3
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El método “cinético” es idéntico al continuo, excepto que el principio activo
se administra durante un periodo limitado, inicidandose normalmente a los 60 dias
después de la inoculacion, que es cuando los organismos estan en la fase logarit-
mica de multiplicacién y continua hasta los 90 dias, **** aunque la administracion
del potencial medicamento se limita a una dnica dosis.*' Se evalda la actividad
del medicamento en términos de “retraso en el crecimiento”, determinado por la
comparacion entre el nimero de dias necesario para la multiplicacion hasta 10°
BAAR por almohadilla entre los ratones tratados comparado con los controles no
tratados. Un principio activo puramente bacteriostatico inhibe la multiplicacién
del M. leprae, mientras contintia la administracién, p. €j., el que ya no se detecte
multiplicacion bacteriana inmediatamente después de cesar la administracion de
medicamento sugiere que el M. leprae fue inactivado durante el tratamiento, o
que hubo bacteriostasis prolongada. Este tipo de bacteriostasis puede atribuirse a
la persistencia del medicamento en los tejidos o entre los microorganismos o
puede reflejar el tiempo de recuperacién que requieren los bacilos no inactiva-
dos. Por tanto, aunque el método cinético puede distinguir entre los puramente
bacteriostaticos y los denominados “tipo bactericidas”, pero no entre actividad
bactericida y bacteriostatica-prolongada, si se puede demostrar la ausencia de ac-
tividad bactericida.

La técnica “bactericida proporcional” descrita por COLSTON,  proporciona un
medio para medir la actividad bactericida de un compuesto. Se efectdan dilucio-
nes seriadas x10 de la suspension del M. lepraey se inoculan ratones con 5 x 10°
hasta 5 x 10" (o desde 10" hasta 1) organismos por almohadilla plantar. Los rato-
nes control se dejaron sin tratar, mientras que los restantes grupos de ratones se
tratan durante periodos que van desde, dependiendo del medicamento, una tnica
dosis a 60 dias. Después del tratamiento, los ratones se dejan durante 12 meses,
un periodo de tiempo mds que suficiente para que un solo organismo supervi-
viente se multiplique hasta cantidades detectables. Se efectta recuento de las al-
mohadillas individuales de los ratones, normalmente 10 por dilucién de cada tipo
de indculo por tratamiento; se considera que hay multiplicacién cuando se ob-
tiene mas de =10° BAAR. La proporcién de M. leprae viable que sobrevive al tra-
tamiento puede calcularse a partir de la “dosis media infectiva” (IDs0), es decir la
cantidad de organismos necesaria para infectar el 50% de los ratones.* Si el
inéculo mayor es de 5 x 10° M. leprae/almohadilla plantar, se puede evaluar una
proporcién de M. leprae viable de 6/100.000 organismos. Se calcula la propor-
cién de M. leprae viable inactivados por el tratamiento al comparar la proporcién
de organismos viables en los ratones tratados con los ratones controles.

En la Tabla 3 se reflejan los resultados de un experimento en que se cribaron
varios medicamentos, solos y combinados, para evaluar la actividad bactericida
frente al M. leprae.* Los medicamentos fueron HMR 3647, un nuevo macrélido;
claritromicina; moxifloxacino; una nueva fluoroquinolona; ofloxacino; rifampicina;
y rifapentina, una analoga de la rifampicina. Las combinaciones ensayadas fueron:
ofloxacino + minociclina (OM); moxifloxacino + minociclina (MM); rifapentina +
moxifloxacino + minociclina (PMM); y rifampicina + ofloxacino + minociclina
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(ROM). Se administré cada medicamento o combinacion mediante cebamiento a
cuatro grupos de ratones que habian sido inoculados 3 dias antes con 5 x 10°, 5 x
10?, 5 x 10 6 5 M. leprae/almohadilla plantar. Los macrélidos se administraron dia-
riamente durante 5 dias consecutivos, mientras que de todos los restantes sélo se
administré una dosis Unica. Los resultados demuestran, entre otros hallazgos, que
el PMM inactivé el 99.9% de los M. leprae viable, una proporcién considerable-
mente mayor que la conseguida por ROM o rifampicina sola. Este hallazgo resulta
interesante porque ninguna combinacion de medicamentos incluyendo rifampi-
cina habia demostrado mas actividad que la rifampicina sola.

Aunque el método bactericida proporcional necesita mas ratones y mas
tiempo que los otros métodos y no puede detectar compuestos bacteriostaticos o
bacteriostaticos-retrasados y constituye el método mas fiable para demostrar la
actividad bactericida y permite cuantificar el grado de esta actividad.

Tabla 3: Comparacion del efecto bactericida frente al M. leprae de varios medicamentos o combinaciones

mediante el método bactericida proporcional (adaptado de referencia n® 44). HMR = HMR 3647; CLARI =

claritromicina; MXFX = moxifloxacino; OFLO = ofloxacino; MINO = minociclina; RPT = rifapentina; RMP =

rifampicina. Se inocularon los ratones en la almohadilla plantar con las cantidades M. leprae que se indican

y se administraron 3 dias después los tratamientos. Si no se indica lo contrario, se administraron todos los

tratamientos como dosis Unica. Se analizaron muestras de M. leprae de almohadillas individuales aproxima-
damente un afo después.

N.° de almohadillas que presentan multiplicacién*/N.°
de almohadillas realizadas, por inoculacion

Tratamiento (mg/kg) 5x10°  5x10* 5x10" 5x10° 5x10" % M. leprae % M. leprae

viable sacrificado

Controles no tratados 10/10 10/10 10/10 7/10 0/10 21-82 -
HMR (100 X 5 dosis) 10/10 10/10 7/10 0/10 - 2:18 90-0
CLARI (100 X 5 dosis) 10/10 10/10 8/10 3/10 - 548 749
MXEX (150) 10/10 10/10 6/10 0/10 - 1-73 92-1
OFLO (150) 10/10 10/10 10/10 3/10 - 8:69 60-2
MXEX (150) + MINO (25)  10/10 9/10 6/10 0/10 - 1-38 937
OFLO (150) + MINO (25)  10/10 8/10 10/10 3/10 - 548 749
RPT (10) 9/10 3/10 1/10 0/10 - 0-09 99-6
RMP (10) 9/10 10/10 7/10 0/10 - 1.73 92-1
RPT (10) + MXFX (150)

+ MINO (25) 5/10 2/10 0/10 0/10 - 0-02 999
RMP (10) + OFLO (150)

+ MINO (25) 10/10 9/10 5/10 0/10 - 1-09 95-0

* Se considera que ha habido multiplicacién del M. leprae si la muestra analizada =10°
BAAR/almohadilla.
** % M. leprae viable = 0:69 X 100/IDso.
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Susceptibilidad anti-microbiana

El tratar a todos los pacientes con una quimioterapia efectiva es la base de la
actual estrategia para el control de la lepra. Desde la primera demostracion de
Rees, * al inocular ratones, y detectar cepas sulfona-resistentes de M. leprae, se ha
admitido que la aparicién de cepas resistentes del bacilo puede afectar seria-
mente el tratamiento de la lepra y dificultar su control. Para prevenir la aparicion
y diseminacion de cepas resistentes hay que tratar a los pacientes con una multi-
terapia; ademads es fundamental identificar los pacientes ya infectados con cepas
resistentes y tratarles con una pauta alternativa con agentes antimicrobianos frente
a los cuales los organismos son susceptibles.

La evaluacion de la susceptibilidad frente a agentes antimicrobianos del
M. leprae recuperado de los pacientes de lepra ha sido una de las aplicaciones
mas importantes de la técnica de almohadilla plantar. Actualmente, es muy inte-
resante determinar la susceptibilidad de los bacilos frente a los tres componentes
de la multiterapia (MDT), rifampicina, dapsona y clofazimina sobre todo la rifam-
picina, el componente mas importante. Por el gran incremento en el empleo de
fluoroquinolonas en el tratamiento de la lepra y de que ya se ha detectado M. le-
prae ofloxacino-resistente, “+ también se deberia evaluar su susceptibilidad entre
los pacientes que presentan recidivas después de un tratamiento con pauta tera-
péutica que contenga fluoroquinolonas.

Sé6lo se puede comprobar la susceptibilidad frente al M. leprae de un medi-
camento con pacientes multibacilares y baciloscopias positivas. El procedimiento
consiste en biopsiar una lesion cutdnea aparentemente activa, recuperar los orga-
nismos de la muestra e inocular ratones inmuno-competentes con <10* BAAR/al-
mohadilla plantar. Se divide los ratones inoculados en grupos de 10-20 ratones;
un grupo no recibe tratamiento y los ratones de los siguientes grupos se evaltan
mediante el método continuo de susceptibilidad. Se administran los medicamen-
tos en una o varias concentraciones. Si los medicamentos se absorben bien en el
tracto gastrointestinal, se pueden administrar per os, incorporado en la dieta o por
sobrealimentacion.

Se analizan las almohadillas aproximadamente a los 6 meses de su inocula-
cién en las almohadillas inoculadas de dos a cuatro ratones no tratados y se re-
pite a intervalos de 2 meses hasta que los organismos se han multiplicado hasta
un promedio de = 5 x 10° BAAR/almohadilla plantar, y entonces es cuando se
procesan las almohadillas de todos los ratones tratados. Mediante este criterio de
multiplicacion, si los organismos se multiplican sélo en ratones control, pero en
ninguno de los tratados, la cepa es susceptible, mientras que la cepa se consi-
dera resistente si los organismos se multiplican en algin ratén. Finalmente, si los
organismos no se multiplican en ratones tratados, pero en una proporciéon muy
minima de ratones control, de manera que la proporcién de almohadillas inocu-
ladas con multiplicacién no es significativamente distinta de cero mediante el
célculo del test de probabilidad exacta de Fisher, ** la susceptibilidad se consi-
dera no concluyente.
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Recientemente, se han asociado varias mutaciones “anti-sentido” del genoma
del M. lepraey resistencia a la dapsona, ***° rifampicina* 5" y ofloxacino** y se
han desarrollado técnicas DNA para la deteccién de M. leprae resistente. Por lo
tanto, en el futuro quizas sea posible detectar M. leprae resistente mediante técni-
cas DNA rapidas y fiables de manera que ya no sera necesario utilizar la técnica
de inoculacion en ratones.

Evaluacion de la eficacia del tratamiento para la lepra en ensayos clinicos

Se demostré el efecto bactericida de los nuevos medicamentos para la lepra;
rifampicina, ofloxacino, claritromicina y minociclina, mediante la técnica de
inoculacion en almohadilla plantar, antes de ser administradas a los pacientes
para el tratamiento de la enfermedad. Como la farmacocinética de los principios
activos y la patogénesis de la infeccion por M. leprae en ratones son bastante dis-
tintas a las del hombre, es necesario evaluar un nuevo medicamento o terapéutica
combinada en un ensayo controlado antes de poder administrarlo en el campo.

El modo mas eficiente de evaluar el efecto terapéutico de un nuevo agente
anti-microbiano o una combinacién en lepra multibacilar es evaluar la inactiva-
cién de los bacilos con el tratamiento. Esto se consiguié mediante la técnica de
inocular en almohadilla plantar. Se obtienen biopsias cutdneas antes y durante in-
tervalos prefijados del tratamiento, preferentemente de la misma lesion, y se ais-
lan los M. leprae obtenidos para su inoculacion en la almohadilla plantar.*” Se ha
mejorado la sensibilidad de esta metodologia mediante una modificacién del mé-
todo bactericida proporcional, *** en la que se inoculan grupos de ratones con
cuatro diluciones seriadas (x10) de la suspension bacteriana, p. ej. 5 x 10%, 5 x 10
y 5 BAAR/almohadilla plantar.

Se presenta en la tabla 4 algunos de los resultados de un ensayo clinico, ** en
que se evaluaron los efectos bactericidas del tratamiento en términos de propor-
cién de M. leprae viable antes y después del tratamiento. Aunque el tratamiento
revel6 actividad bactericida en todos los pacientes, se demostr6 la actividad en
dos pacientes (pacientes 5 y 38) s6lo mediante la evaluacién de la proporcién de
organismos viables. Si s6lo se habria empleado un inoculado de 5000 BAAR/al-
mohadilla, la actividad bactericida del tratamiento no habria sido reconocida en
estos dos pacientes, porque la proporcién de almohadillas con multiplicacién de
M. leprae entre los inoculados con 5 Xx 10° BAAR/almohadilla después del trata-
miento no diferia significativamente del de antes del tratamiento.

Otra aportacién importante de esta técnica, es la demostracion de las recidi-
vas de lepra multibacilar y la demostracion de que el M. leprae es susceptible o
resistente a estos medicamentos que han sido utilizados. **%

EL RATON COMO HUESPED

Hay pocos trabajos relacionados con la respuesta del raton a la infeccién con
M. leprae y su posible importancia o relacién con la respuesta en humanos.
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Tabla 4: Proporcion de M. leprae viable en cinco pacientes antes y después del tratamiento
con distintas pautas farmacolégicas (adaptado de referencia n° 54). Se administré una
pauta farmacoldgica combinada experimental, en un ensayo clinico, con pacientes de le-
pra multibacilar (MB) cuyos bacilos se habian multiplicado en la almohadilla plantar. Al
cesar la administracion se obtuvieron biopsias de las lesiones. Se aislaron los M. leprae de
la biopsia y se inocularon grupos de ratones en la almohadilla plantar con organismos en
las cantidades presentadas. Se trataron los pacientes de la siguiente manera: n.° 5, dosis
Gnica de 2000 mg de claritromicina méds 200 mg de minociclina; n.° 6, dosis Gnica de 600
mg de rifampicina; n.° 7, 1 mes de la posologia estindar MDT para lepra MB; n.° 21, una
dosis Gnica de 2000 mg de claritromicina mas 200 mg de minociclina mds 800 mg de
ofloxacino; y n.° 38, 30 dias de dapsona-clofazimina, principios activos del régimen MDT
estandar para lepra MB.

N.° de almohadillas que presentan
multiplicacién*/n° de almohadillas
realizadas, por indculo

Dia dela % M. leprae % M. leprae
Paciente n.° biopsia 5x10° 5x10*° 5x10° 5x10° viable** sacrificado
5 0 9/10 9/10 4/10 3/10 1-38
31 7/10 210 0/10 0/10 0-04 97-5
6 0 10/10 10/10 6/10 4/10 4-35
31 0/10 0/10 0/10 0/10 <0-006 >99:9
7 0 10/10 5/10 210 1/10 0-28
31 0/10 0/10 0/10 0/10 <0-006 >97:9
21 0 10/10 7/10 410 0/10 0-55
31 0/10 0/10 0/10 0/10 <0-006 >98-9
38 0 10/10 10/10 10/10 8/10 27-4
31 10/10 7/10 3/10 1/10 0-45 98-0

* Se considera que ha habido multiplicacién si M. leprae =10° BAAR por almo-
hadilla.
**0-69 x 100/IDso.

Evaluacion de vacunas candidatas

El ratén M. leprae infectado ha sido utilizado para estudiar la proteccién de
candidatos a vacunas frente a la lepra. En un experimento tipico, * se vacunaron
en un flanco de forma intracutdnea con uno de entre varios componentes, algu-
nos suspendidos en suero salino y otros emulsificados en adyuvante incompleto
de Freund (FIA), a intervalos de una semana durante varias semanas y después
son primados con 5 x 10° M. leprae en la almohadilla plantar trasera. Se obtuvie-
ron muestras de todos los grupos.
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Los resultados del experimento (Tabla 5) revelan que el esqueleto de la pared
celular no confirié proteccion a los ratones, mientras tanto el citosol M. leprae
(antigeno M. leprae soluble de donde se extraen carbohidratos solubles y lipidos)
y el depésito de fracciones de membranas confiere proteccién, como una pe-
quefa dosis de M. leprae inactivados por calor (control positivo).

Tabla 5: Proteccion conferida por componentes aislados de M. leprae (adaptado de refe-
rencia n.° 32) a los ratones inoculados con indculos del mismo. PBS = tampédn fosfato-sa-
lino; CW = pared celular M. leprae; ML = M. leprae; HKML = M. leprae inactivado por ca-
lor. Los distintos componentes, suspendidos en PBS, se administraron intradérmicamente a
grupos de 12 a 15 ratones en una dosis de 20 ug por ratén en tres ocasiones a intervalos de
3 semanas. A los veintiocho dias de la tercera inyeccion, se inoculan los ratones en la al-
mohadilla plantar con 5 x 10° M. leprae. Entre 120 y 143 dias después de la inoculacion, se
analizaron las muestras obtenidas de las almohadillas plantares de todos los supervivientes.

N.° M. leprae/almohadilla (x 10°)

Material N.° almohadilla Rango Mediano P*
PBS 15 1-69-33-6 6-04 -
Esqueleto CW 10 1-42-73-3 7-59 0-782
ML citosol 12 0-18-3-37 1-24 0-00004
Membrana ML 10 0-80-4-44 2-04 0-00034
HKML, 2 X 107 10 0-089-1-60 0-32 0-00003

* La probabilidad que estos resultados se obtengan de la misma poblacién como
los del correspondiente control, determinado por el Mann-Whitney U-test.

Una fuente potencial de error experimental en dichos experimentos es la va-
riacion de la respuesta de ratones individuales frente a una intervencion, p. ej.
medicamento o vacuna, que afecta la multiplicacién del M. leprae. Lo mas proba-
ble es que no todos los ratones de un experimento respondan de la misma ma-
nera. Aunque no se puede evaluar la variacién, se puede minimizar empleando
s6lo ratones congénitos del mismo sexo y edad. Ademas, hay que emplear un nd-
mero suficiente de ratones y aplicar las técnicas estadisticas adecuadas.

Sélo dos trabajos, el de KRUSHAT et al?® y SHEPARD ** han presentado andlisis
estadisticos de los resultados de la técnica de la almohadilla plantar. Sin embargo,
ninguno de los trabajos explica el incremento de sensibilidad conferida por el ele-
vado nimero de muestras o al emplear técnicas estadisticas no-paramétricas, que
tienen menos impedimentos que las técnicas paramétricas que requieren que los
datos se distribuyan normalmente.” Ademas, las técnicas no-paramétricas son (ti-
les para el analisis de muestras pequenas y permite comparacion de agrupa-
miento de datos de distinto tamano. Las operaciones son sencillas, particular-
mente si se utiliza el software apropiado, como MEDSTAT® (Astra-gruppen A/S,
Copenhagen, Dinamarca) o STATA® (StataCorp, Collage Station, Texas).
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Ratones manipulados genéticamente para estudios inmunoldgicos

El desarrollo de tecnologias transgénicas y de tipo knock-out ha permitido dispo-
ner de muchas cepas que presentan defectos inmunolégicos especificos (el término
“transgénico” se refiere a la incorporacion al genoma del ratén de material extrafio,
p. €j. genes no-murinos y el término “knock-out” a la ruptura de genes especificos de
ratén). Mediante esta técnica knock-out se han utilizado distintas cepas por JAMES KRA-
HENBUHL, LINDA ADAMS y sus colegas, para examinar los mecanismos inmunolégicos
comprometidos en la resistencia del ratén a la infeccién por M. leprae.

ADAMS et al.*® examinaron la importancia de la produccién de interferon-y
(IFN-y) en la respuesta inmunoldgica del ratén a la infeccién con M. leprae al es-
tudiar la evolucion del proceso de las almohadillas plantares de ratén BALB/c
IFN-y” (GKO), en que se ha inducido la ruptura del gen que produce IFN-y. Rato-
nes GKO vy ratones BALB/c se inocularon en la almohadilla plantar trasera con
6 x 10° M. leprae y se sacrificaron ratones de cada grupo a intervalos en el trans-
curso de un ano después y se aislaron los organismos M. leprae. Inicialmente,
como muestra la Figura 3, los organismos se multiplicaron de forma similar en
ambos grupos de ratones. A partir de los 3 meses y durante el resto del experi-

>

Log,, M. leprae/almohadilla

Meses después de la infeccion

Figura 3: Curvas de crecimiento en las almohadillas plantares de los ratones BALB/c (o,®) y
ratones GKO (A, A). Se inocularon las almohadillas plantares con 6 x 10° BAAR/almohadi-
[la. Los ratones se sacrificaban a los intervalos indicados y se extrajeron los bacilos. Cada
simbolo representa un ratén; los simbolos abierto y cerrado representan dos experimentos
independientes. Las lineas continuas (BALB/c) y discontinuas (GKO) conectan los valores
medios en cada punto-tiempo. La linea punteada representa el limite inferior de deteccién
del ensayo (referencia n.° 59).
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mento, el nimero promedio de BAAR/almohadilla plantar habia incrementado en
orden 1 de magnitud durante el 4.° mes después de la inoculacién y permanecio
asi, confirmando el papel tan importante de la IFN-y en la respuesta inmunoldgica
del organismo del ratén.

Este y otros experimentos llevados a cabo por estos investigadores revela la
importancia de los estudios en ratones genéticamente alterados para definir com-
ponentes de la respuesta inmunolégica murina y probablemente humana frente a
la infeccion con M. leprae y presenta un drea importante de investigacién en que
el programa depende mucho de la técnica de almohadilla plantar.

Evaluacion de los datos proporcionados por la técnica de almohadilla plantar

La evaluacion de los datos y la informacién proporcionada por la técnica de
almohadilla plantar puede resultar dificil para los investigadores no familiarizados
con la técnica. Dada la imprecision inherente de la técnica, los trabajos sobre es-
tos experimentos en que se emplea esta técnica deben presentar de manera ex-
haustiva todos los datos para que sean cuidadosamente evaluados en cuanto a la
busqueda de posibles fuentes de error ya descritas. Hay que preguntarse si se em-
plean habitualmente bastantes ratones, si la planificacién en la obtencién de
muestras es correcta y si se utilizan los andlisis estadisticos apropiados.

El futuro de la técnica de almohadilla plantar- bisqueda de una alternativa

Este trabajo ha intentado revisar las debilidades y puntos relevantes de la téc-
nica de la almohadilla plantar. Su mayor virtud es la capacidad de distinguir entre
organismos viables, p. ej. con capacidad de multiplicarse y no-viables, p. €j. inca-
paces de multiplicarse. Sus debilidades son: su laboriosidad, coste y tiempo que
consume y que adolece de la sensibilidad y precision que caracteriza el cultivo
de bacterias cultivables en medio sin células. A pesar de sus potenciales puntos
débiles sigue siendo la técnica estandar con la que se comparan todas las demas.
Por otro lado, debido a sus debilidades, la investigacion dirigida al desarrollo de
una alternativa a esta técnica es objetivo de gran prioridad.

La demostracion de que una técnica proporciona resultados correlacionados
con las expectaciones referentes a la viabilidad y no-viabilidad del M. leprae no
es suficiente para aceptarla la técnica como sustituta de la almohadilla plantar.
Esto se observa en un estudio sobre reconstitucion de ratones inmuno-comprome-
tidos. Basandose en conclusiones sobre los resultados obtenidos en uno de los en-
sayos in vitro que habia proporcionado resultados consistentes con los esperados,
los investigadores informaron® que la reconstitucién de ratones desnudos infecta-
dos no causa la muerte del M. leprae. Uno se pregunta cual habria sido su con-
clusion si los investigadores hubiesen utilizado la técnica de almohadilla plantar,
en lugar del ensayo in vitro.

La cuestién es cémo demostrar que una técnica alternativa es capaz de pro-
porcionar informacién de la misma calidad como la que proporciona la técnica
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de almohadilla plantar, al mismo tiempo que facilita la informacién mas rapida-
mente y a menor coste. Aunque la demostracion de resistencias frente a la medi-
cacion por marcadores genéticos es una alternativa, demostrar la viabilidad del
M. leprae, el objetivo basico de la almohadilla plantar representa un problema sin
resolucién. Brevemente, el investigador debe demostrar mediante experimenta-
cion que la técnica propuesta y la de la almohadilla plantar produce esencial-
mente resultados idénticos. Esto sélo se consigue con la técnica de la almohadilla
plantar en su forma mas sensible, con respecto a la proporcién de M. leprae via-
ble, p. €j. la técnica bactericida proporcional.*
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Apéndice 1. Técnica

Se sacrifica el animal mediante luxacién cervical y se fija sobre una tabla de
diseccién. A continuacion se lava la parte inoculada con agua y jabon y después
se lava con agua estéril y se seca mediante compresa estéril. Se elimina el tejido
de las almohadillas plantares en tres capas: piel y tejido subcutdneo, misculo y
tend6n, mediante un bisturi estéril y hemostatico. Se mezclan los tejidos, trocea-
dos, con algunas gotas de solucién salina y homogenizado en un volumen cuan-
tificado (normalmente 2 ml) de solucién salina tamponada de HANKS o tampones
salinos-fosforados, con un triturador de tejidos de 15 ml de tenBroek. Se depo-
sita, mediante pipeta calibrada o tubo capilar calibrado, una alicuota de 10 ul
del homogeneizado en el centro de un porta-objetos con circulo central para re-
cuento y se deja secar al aire. Como la fijacién mediante [lama es dificil de con-
trolar y como un calentamiento excesivo puede afectar la dcido-alcohol resisten-
cia del M. leprae, se fija por exposicion a vapores de formalina durante 3
minutos y después por calentamiento sobre la tapa de un bafo termostatico en
ebullicién o en un calientaplatos a 60 °C. A continuacién se tifie la placa a tem-
peratura ambiente cubriendo el porta con carbol fuchsin durante 20 minutos
(1% fuchsin basico en 5% fenol), preparado de un lote de fuchsin basico con un
maximo de absorcién no inferior a 552 nm.® Se decoloré con una solucién de
etanol 70% con 1% HCI y coloracién de contraste 1T minuto con 0:3% de azul
de metileno en 30% de etanol y secado al aire. A continuacién se cuentan los
bacilos visualizados en la preparacién al microscopio en condiciones éptimas,
con aceite de inmersién sobre y debajo de la preparacion, un objetivo apocro-
matico e iluminacion KOHLER de x 1.000 — 1.250 aumentos. Finalmente, se di-
luye la suspension bacteriana en suero salino hasta alcanzar una concentracién
de 5 x 10° o 10* BAAR/O-03 ml, y este volumen se inocula de forma subcutdnea
en la superficie plantar del ratén.

Es imposible contar los bacilos en las muestras enteras de 2 ml, incluso el re-
cuento en todos los 10 ml de la alicuota resulté demasiado laborioso para ser
aceptado como técnica de rutina. Por tanto, el siguiente protocolo descrito por
SHEPARD Y MCRAE,” ha sido el mas ampliamente aceptado.

Primero, se mide el didmetro del circulo de recuento mediante la escala Ver-
nier sobre la platina y el didmetro del campo se evaltda con un micrémetro. Las
medidas mas habituales son, respectivamente, 9-10 y 0-216 mm, por tanto cada
campo microscépico representa 1/1.775 (0-216%/9-10%) del area del circulo. Nor-
malmente, se examinan 20 campos repartidos por un didmetro de dos o tres
circulos. Si se cuenta, de promedio, un BAAR por campo, una alicuota de 10 ul
contendria 1.775 BAAR vy el volumen total del homogeneizado, 2 ml, 3-55 X 10°
BAAR. Por tanto, si se examinan 40 campos microscépicos, sélo se habran con-
tado los BAAR en 1/8.875 (aproximadamente 0-01%) del homogeneizado total.
Este método también determina el limite inferior de sensibilidad de la técnica: si
s6lo se detecta un bacilo BAAR en los 40 campos microscépicos examinados, se
han obtenido 8.875 M. leprae por almohadilla.
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Apéndice 2. Distribucion Poisson

La distribucion en el espacio o tiempo de objetos o eventos independientes,
no uniformes, sino al azar estd descrita en la distribucién Poisson,” mediante el
que se puede predecir el nimero de células rojas (RBC) por celdilla de un hemoci-
tébmetro o por desintegraciones radioactivas por unidad de tiempo. Por tanto, si la
cantidad promedio de un hemocitémetro o de desintegracion radioactiva es de 5
células por hemocitémetro, algunas celdillas contendran menos de 5 RBC vy otras
mas. Por analogia, un in6culo que contiene un promedio de 5 BAAR por volumen
inoculado, administrarian mas de 5 BAAR en algunos ratones y menos en otros.

Como indica la Tabla 6, la distribucion Poisson predecia que 10 ratones ino-
culados en la almohadilla plantar con un promedio de 5 BAAR/almohadilla uno o
dos ratones hembra habrian sido inoculados con menos de 2 BAAR, siete con un
promedio de 3-7 BAAR y uno o dos con mas de 7 BAAR. Los calculos descritos
aqui corresponden a la situacion ideal, en que no hay agrupamientos de bacilos;
el agrupamiento puede resultar en la inoculacién de un nimero mayor de ratones
con in6culos sin BAAR, mientras que un mayor nimero de ratones serian inocula-
dos con una cantidad de BAAR superiores a la media.

El método de HALVORSON y ZIEGLER,*' al que se refiere el texto, se basa en la
distribucion Poisson.

Tabla 6: La distribucion del M. leprae en el in6culo, asumiendo que se inoculan 10 ratones
con un promedio de 5 BAAR por almohadilla plantar (FP) (referencia n.° 28). El nimero de
ratones inoculados con la cantidad de organismos indicados se ha calculado a partir de la
distribucién Poisson.* El nimero de ratones inoculados esta representado en la columna
de la derecha y el ndmero de organismos inoculados en la izquierda = n x ( A* x e™!,
donde n es el nlimero total de ratones, A es el nimero promedio de BAAR inoculados por
ratén, a es el nimero actual de BAAR inoculados, y “e” es la base del sistema (logaritmo
Neperiano) , = 2:71828; “!” representa el simbolo matemético “factorial”, p. ej. 2! =2 x 1,
=3x2x1,4'=4x3x2x1,etc.

N.° de BAAR inoculados por FP Calculo N.° FP inoculadas
<1 10xe?*10x5xe™ 0-40
2 10 x (5*¢™)/2! 0-84
3 10 x (5*€™)/3! 1-40
4 10 x (5%e™)/4! 1-76
5 10 x (5° x €7)/5! 1-76
6 10 x (5° x e™)6! 1-46
7 10 x (5" x %)/71 1-04
8 10 x (5% x e*)/8! 0-65
=9 0-69
Total 10-0
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DR. DILTOR VLADIMIR ARAUJO OPROMOLLA

El 15 de diciembre de 2004 falleci6 el ilustre leprélogo Diltor Vladimir
Araujo Opromolla. En los inicios de su dilatada y prolifica carrera profesional tra-
bajé en la Colonia de pacientes de Hansen de AIMORES en 1958 y transformé el
centro en un Hospital para Lepra y Enfermedades Dermatolégicas hasta conver-
tirlo en lo que es en nuestros dias “Instituto Lauro de Souza Lima”, centro de pres-
tigio internacional situado en Bauru, Estado de San Paulo, Brasil.

El extraordinario valor de su trabajo es reconocido no sélo en Brasil, sino en
todo el mundo.

Descanse en paz.
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Dres. Ardoz, R.; Honoré, N.; Cho, S.; et al. - Descubrimiento de antigenos: plantea-
miento post-genémico para el diagndstico de la lepra. — «Antigen discovery: a
postgenomic approach to leprosy diagnosis». — Infection and Immunity [en [i-
neal, vol. 74, nim. 1 (2006), pags. 175-182. [Citado el 12 de abril de 2006].
Disponible en Internet: <http://iai.asm.org/cgi/content/abstract/74/1/175>.

Resumen:

La lepra es una enfermedad infecciosa neurodegenerativa que afecta a los huma-
nos causada por Mycobacterium leprae. A pesar de los programas de control, la inci-
dencia de la enfermedad permanece muy elevada, sugiriendo que la transmision
puede ser mayor que la esperada. El planteamiento de este trabajo es utilizar la bioin-
formatica y genémica comparativa para identificar potenciales antigenos para el diag-
nostico. Este planteamiento define tres clases de proteinas: las limitadas al M. leprae
(clase ), las que estan presentes en M. leprae con equivalentes en otros microorganis-
mos (clase I1), y proteinas exportadas o expuestas en superficie (clase Ill). Se clonaron
doce genes en Escherichia coli (dos clase 1, cuatro clase Il y seis clase ) y se purifica-
ron sus proteinas. Se detectaron seis de estas proteinas en los extractos celulares de M.
leprae por immunoblotting. Después se investigé la inmunogenicidad de cada prote-
ina recombinante en los pacientes de lepra, midiendo la reactividad de los anticuer-
pos circulantes y respuestas de gamma interferon (IFN-g) en los ensayos de re-estimu-
lacion de células T. Los antigenos circulantes reconocieron varias proteinas clase Il y
[l. Mas importante, la mayoria de proteinas clase Il provocaron respuestas IFN-g signi-
ficativamente mas fuertes que las producidas por los antigenos identificados anterior-
mente. De entre ellas, dos proteinas de clase Il MLO308 y ML2498, presentaron una
marcada inmunogenicidad humoral y celular, reveldndose como posibles candidatos
para el diagnéstico, tanto de la forma tuberculoide como de la lepromatosa.

435



Dres. Geluk, A.; Ottenhoff, T. H. - HLA y lepra en las eras pre y postgenémicas. — «HLA
and leprosy in the pre and postgenomic eras». — Hum Immunol. [en lineal],
vol. 67, nim. 6 (2006), pags. 439-445. [Citado el 5 de Julio de 2006]. Dispo-
nible en Internet:<http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/entrez/query.fcgi¢db=pub-
med&cmd=Retrieve&dopt=Abstract&list_uids=16728267 &itool=iconabstr&
query_hl=1&itool=pubmed_docsum>.

Resumen:

La lepra ha interesado a los inmunélogos durante décadas. A pesar de las
minimas variaciones genéticas entre cepas de Mycobacterium leprae aislado en
todo el mundo, se pueden presentar dos formas completamente distintas de la
enfermedad en el huésped humano susceptible: la forma tuberculoide locali-
zada o la lepra paucibacilar que es de cardcter progresivo sin tratamiento. Las
preguntas como qué factores del huésped regulan estas formas tan distintas de
infeccion, qué mecanismos y si estos pueden emplearse para combatir la enfer-
medad, siguen sin ser contestadas. La lepra fue una de las primeras enfermeda-
des en que se demostré la implicacion del complejo mayor de histocompatibili-
dad (HLA) en la manifestacion de la enfermedad. Jon Van Rood fue de los
primeros investigadores que reconoci6 el potencial de esta ya clasica enferme-
dad como modelo humano para investigar el papel del HLA en las enfermeda-
des. Décadas después, ya esta demostrado que las moléculas HLA presentan ca-
pacidad de unioén a los péptidos alelo-especificos. Esto restringe la presentacion
antigénica a las células T M. leprae-reactivas y controla la magnitud de la res-
puesta inmune. Ademads, los complejos especificos péptido/HLA clase Il tam-
bién pueden determinar la calidad de la respuesta inmune al seleccionar y acti-
var células T supresoras. Se cree que todos estos factores contribuyen a la
susceptibilidad a la enfermedad. A pesar de la disminucién de la prevalencia a
nivel global, la deteccién de nuevos casos permanece muy elevada, demos-
trando que el tratamiento no esta bloqueando la transmision de la enfermedad.
Se necesitan mejores técnicas para la deteccién precoz de la infeccién de M.
leprae, probablemente la mayor fuente de transmisién no identificada y por
tanto es una prioridad. Las nuevas técnicas bioinformaticas-HLA proporcionan
nuevas oportunidades para combatir esta enfermedad. En este trabajo, describi-
mos los nuevos algoritmos HLA-DR union a péptidos en combinacion con se-
cuencias genémicas de distintas micobacterias. Con este planteamiento postge-
némico basado en HLA podemos identificar 12 genes candidatos, tinicos de M.
leprae y que se predijo contenian epitopes célulares T restringidas para varios
alelos HLA-DR. Cinco de estos antigenos (ML0576, ML1989, ML1990, ML2283,
ML2567) eran capaces de inducir respuestas celulares T significativas en pa-
cientes de lepra paucibacilar y controles sanos expuestos al M. leprae, pero no
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en pacientes multibacilares, tuberculosos, o controles endémicos. Un 71% de
los controles sanos M. leprae-especifico expuestos que no presentaban anticuer-
pos frente al glicolipido fenélico-I respondieron a uno o varios de estos antige-
nos, destacando el potencial de estas proteinas en el diagndstico precoz. Esta
inmunogenética HLA puede proporcionar nuevos instrumentos para el diagnos-
tico especifico de M. leprae, que puedenclarificar sobre nuestra comprension
de la transmisién de la lepra .

Dres. Lahiri, Ramanuj; Randhawa, Baljit; Krahenbuhl, James L. — Efectos de purificacién y
tincion fluorescente sobre la viabilidad del M. leprae. — «Effects of purifica-
tion and fluorescent staining on viability of Mycobacterium leprae». — Int. J.
Lepr., vol. 73, nim. 3 (2005), pags. 194-202.

Resumen:

Los investigadores han realizado experimentos con Mycobacterium leprae
obtenido de lesiones humanas multibacilares, de tejidos infectados de armadillo
y de las almohadillas plantares de ratones convencionales y atimicos, nu/nu. En
general, los bacilos de la lepra obtenidos de estas fuentes son satisfactorios para
la mayoria de los estudios bioquimicos y para su inoculacién en las almohadillas
plantares del ratén, pero no son adecuados para estudios inmunolégicos o de
biologia celular donde los restos tisulares contaminantes del huésped represen-
tan un verdadero problema. Nosotros examinamos la utilidad de un procedi-
miento para eliminar los residuos tisulares de la almohadilla plantar de una sus-
pension de M. leprae mediante una solucion de hidréxido de sodio, y
estudiamos el efecto de este tratamiento sobre la viabilidad del organismo (por
oxidacioén del 4cido palmitico), en la integridad de su membrana, y en su capaci-
dad de replicacion en la almohadilla plantar del ratén. Encontramos que el trata-
miento de la suspension de M. leprae obtenida de la almohadilla plantar de rato-
nes nu/nu con NaOH 0.1N durante 3 minutos fue suficiente para eliminar la
mayoria del tejido de ratén sin afectar sensiblemente la viabilidad del microorga-
nismo. Este es un método simple y rapido para obtener suspensiones viables del
microorganismo esencialmente libres de tejido, a partir de la almohadilla plantar
del ratén desnudo y que pueden usarse para estudiar las relaciones entre el ba-
cilo y el hospedador. También describimos aqui un método para marcar M. le-
prae con el colorante fluorescente PKH26 que puede ser de utilidad en los estu-
dios del transito intracelular del microorganismo o en otros estudios de la
biologia celular donde se requiere localizar la bacteria usando un marcador fluo-
rescente. Observamos que la tincion es estable in vitro por periodos largos de
tiempo y que no afecta la viabilidad de la bacteria.
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Dr. Mira, M. T. — Resistencia genética del huésped y susceptibilidad a la lepra. —
«Genetic host resistance and susceptibility to leprosy». — Microbes Infect. [en
[inea] vol. 8, nim. 4 (2006), pags. 1124-1131. [Citado el 12 de abril de
2006]. Disponible en Internet: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.
fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16513393 &itool=
iconabstr&query_hl=7 &itool=pubmed_docsum>.

Resumen:

La lepra es una enfermedad crénica que afecta a mas de 600.000 personas
cada afo en todo el mundo. Este trabajo resume algunos de los avances consegui-
dos durante las Gltimas décadas hacia la descripcion del nimero exacto, localiza-
cién y actualizacién de las variantes genéticas responsables del componente ge-
nético que controla la susceptibilidad a la lepra en humanos.

Dres. Narang, Tarun; Kavr, Inderjeet; Kumar, Bhushan; et al. — Evaluacion de la eficacia in-
munoterapéutica de la BCG y vacunas Mw en pacientes de lepra borderline
y lepromatosa. — «Comparative evaluation of immunotherapeutic efficacy of
BCG and Mw vaccines in patients of borderline lepromatous and leproma-
tous leprosy». — Int. J. Lepr., vol. 73, nim. 2 (2005), pags. 105-114.

Resumen:

Panorama. Los pacientes multibacilares (MB) con indices bacterianos (IB) al-
tos siguen teniendo bacilos muertos y bacilos viables persistentes atin después de
12 meses de tratamiento con PQT, lo que conduce a complicaciones inmunoldgi-
cas tales como reacciones recurrentes y recaidas tardias, respectivamente. Para
acelerar la muerte de los bacilos viables y la eliminacién de los bacilos muertos
se estan evaluando varias vacunas y citocinas como agentes inmunoterapéuticos.

Metas y objetivos. Evaluar el papel de las vacunas BCG y Mw en la inmuno-
terapia de la lepra

Materiales y Métodos. Sesenta pacientes con lepra sin tratamiento y con un
IB = 2, se asignaron, al azar, a 3 grupos de tratamiento de 20 pacientes cada uno.
El grupo A recibi6 la PQT de la OMS para lepra MB por 12 meses y BCG intradér-
micamente (10° bacilos vivos por dosis). El grupo B recibié la PQT de la OMS
para lepra MB y Mw (1x108 bacilos muertos como primera dosis y 0.5 x 10° en las
dosis subsecuentes). El grupo C recibié 12 meses de PQT-OMS_MB y 0.1 ml de
solucién salina como placebo. Todos los grupos recibieron 4 dosis de vacuna o
de solucién salina a intervalos de 3 meses. Los pacientes fueron evaluados peri6-
dicamente usando parametros clinicos (escala de Ramu), bacteriolégicos (examen
de linfa cutdnea) e histopatolégicos (en biopsia de piel).
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Resultados. Los grupos tratados con BCG y con Mw evolucionaron mejor que
los pacientes del grupo control. Dentro de los pacientes vacunados, los del grupo
BCG mostraron una reduccién en la escala de Ramu significativamente mayor que
los pacientes del grupo Mw. El IB mostré una disminucion de 2.4 unidades/afio en
el grupo control. Aunque la incidencia de reacciones tipo | fue aparentemente ma-
yor en los grupos vacunados con BCG y Mw, la incidencia de reacciones tipo 2,
neuritis y nuevas deformidades, fue menor que la observada en el grupo control.

Conclusion. En nuestro estudio, el grupo vacunado con BCG mostré una mejor
y mas rapida evolucién clinica y bacterioldgica que el grupo vacunado con Mw, y
esto ocurrié tanto en los pacientes BL como en los pacientes LL con altos IB; sin em-
bargo, la mejoria histopatoldgica (disminucién en la fraccion granuloma) fue com-
parable en ambos grupos. Ambas vacunas fueron bien toleradas. La inmunoterapia
puede ser un complemento Gtil a la PQT-MB de duracién menor (12 meses) para re-
ducir el riesgo de reacciones y recaidas en los pacientes BL/LL altamente baciliferos.

Dres. Rada, E.; Nacarid, A.; Convit, J. — Aspectos inmunoldgicos en las fases reacciona-
les de la enfermedad de Hansen. — «Some immunological aspects in the reac-
tional status of Hansen’s disease». — Invest Clin., [en linea], vol. 46, nim. 4
(2005), pags. 381-389. [Citado el 4 de abril de 2006]. Disponible en Internet:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=
pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16353545&itool=iconabstr&query_hl=6&
itool=pubmed_docsum>.

Resumen:

El problema clinico mas crucial en la lepra se representa por episodios de in-
tensa inflamacion que produce afectacion neural. Cuando se elimina el Mycobac-
terium leprae mediante antibioticoterapia, la in activacion bacilar no constituye
una solucion total para detener el deterioro neural. Dos de los fendmenos inmu-
nolégicos mas frecuentes en la enfermedad de Hansen son las reacciones tipo 1,
conocido como la reaccion de reversién (RR) y reacciones de tipo Il de las que las
mas conocidas son las denominadas eritema nodosum leprosum (ENL). Las reac-
ciones de tipo Il se han identificado con complicaciones inmunolégicas de pa-
cientes multibacilares. Ambas reacciones se acompanan de un incremento en las
cantidades de citocinas pro-inflamatorias, TNF-alfa, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8,
INF-gamma, IL-10, IL-12 entre otros. En un analisis retrospectivo de 150 pacientes
del Servicio Central de Dermatologia del Instituto de Biomedicina, donde se les
habia administrado multiterapia (MDT) y MDT + inmunoterapia, ambos grupos
experimentan reacciones de tipo I, pero el grupo que ademas recibié inmunote-
rapia también presenté reacciones de tipo 1. Parece que estd asociado con pa-
cientes con ENL y la gran cantidad de bacilos en sus lesiones.
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Dres. Ranque, B.; Alcais, A.; Thue, N. V.; et al. — Un gen recesivo controla la reaccién de
Mitsuda en una regién endémica para la lepra. — «A recessive major gene
controls the mitsuda reaction in a region endemic for leprosy». — | Infect Dis,
[en lineal, vol. 192, nim. 8 (2005), pags. 1475-1482. [Citado el 2 de mayo
de 2006]. Disponible en Internet: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/
query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16170767 &
itool=iconabstr&query_hl=49&itool=pubmed_docsum>.

Resumen:

ANTECEDENTES: La lepra es una enfermedad crénica causada por Mycobac-
terium leprae. La reaccion de Mitsuda es una reaccién granulomatosa retardada
provocada por la inyeccién intradérmica de M. leprae inactivado por calor. Los
resultados del test Mitsuda son positivos en la mayoria de individuos, incluso de
areas no endémicas de lepra. Como la lepra, se cree que la reaccién de Mitsuda
esta controlada por un gen, pero su modo de transmisién es desconocido, aunque
ya se ha informado del papel del gen NRAMP1. METODOS: Se lleva a cabo un
andlisis de segregacion cuantitativo de la reaccién Mitsuda en 168 familias viet-
namitas con pacientes de lepra. RESULTADOS: Se encontré evidencia muy fuerte
(P<10-9) para un gen que controla la reaccion de Mitsuda independientemente
del tipo de lepra clinica. El subsiguiente andlisis de ligamento revelé que este gen
es distinto del NRAMP1. Considerando este modelo, aproximadamente el 12% de
los individuos son homécigoticos para el alelo recesivo predisponente y presenta-
ron elevada reactividad frente al Mitsuda (promedio, aproximadamente 10 mm
comparado con 5 mm en otros). CONCLUSION: Se proporcionan evidencias de
que la reaccion Mitsuda estd controlada por un gen principal. Nuestro trabajo
abre el camino para el estudio de este gen y deberia proporcionar informacién so-
bre los mecanismos comprometidos en la formacién del granuloma, especial-
mente en la infeccién por M. leprae.

Patologia, Fisiopatologia y Bioquimica

Dres. Ajith, C; Gupta, Sachin; Radotra, Bishan D.; et al. — Estudio de la apoptosis en lesio-
nes cutdneas de lepra en relacion al tratamiento y leprorreacciones. — «Study
of apoptosis in skin leprosy in relation to treatment and lepra reactions». —
Int. J. Lepr., vol. 73, nim. 4 (2005), pags. 269-276.
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Resumen:

En el tratamiento de la lepra, un factor contribuyente a la curacién de las le-
siones de la piel y con muy poca fibrosis, puede ser la apoptosis de las células in-
flamatorias, aunque se piensa que la apoptosis en la lepra es rara comparada con
la misma en tuberculosis. En este estudio se examiné el grado de apoptosis en las
lesiones de la piel en la lepra por histopatologia (HP) y por fragmentacion y elec-
troforesis del DNA. Se registrd el efecto de varios parametros sobre la apoptosis en
la enfermedad no tratada, en la enfermedad con 3 y 6 meses de tratamiento, y en
las reacciones de la lepra en diferentes partes del espectro de la enfermedad. De
los 31 pacientes estudiados, 13 tenian lepra paucibacilar (PB) y 18 lepra multibaci-
lar (MB). Veintilin pacientes estaban en reaccién, 16 tenian reaccion leprosa tipo
1, y 5 reaccion leprosa tipo 2. Los controles incluyeron pacientes con enfermedad
de la piel no granulomatosa; no hubo controles sanos ni controles separados para
los casos en reaccion. La apoptosis ocurrié mds frecuentemente en los pacientes
con lepra que en los pacientes control. Tanto en los pacientes PB como en los MB
la apoptosis aumenté progresivamente con el tratamiento a los 3 y 6 meses, y fue
mas prominente en los casos MB a los 6 meses de tratamiento. Cuando se compa-
raron las lesiones de las reacciones tipo 1 o tipo 2 con las lesiones de la lepra no
reaccional, se encontré un incremento significativo en la apoptosis (p = 0.014) s6lo
en las lesiones de las reacciones tipo 2 y en aquellas de los pacientes con 6 meses
de tratamiento. El tipo de pauta de tratamiento o los esteroides orales administra-
dos para controlar las reacciones no alteraron significativamente el grado de apop-
tosis. Nuestras observaciones indican que la apoptosis estd incrementada en las le-
siones de la lepra y que aumenta progresivamente con el tratamiento anti-leproso
administrado durante 6 meses. Se esperaria una disminucion en el grado de apop-
tosis en las lesiones seguidas por periodos mas prolongados de tiempo. El estudio
de la apoptosis puede ayudar a entender el mecanismo de eliminacién de bacilos
y la resolucién de los granulomas en los pacientes con lepra.

Dres. Akerkar, S. M.; Bichile, L. S. — Lepra y gangrena. — «Leprosy & gangrene: a rare
association; role of anti phospholipid antibodies». — BMC Infect Dis. 2005
Sep 21; 5: 74. [en linea]. Disponible en Internet: <http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=
16176580&itool=iconpmc&query_hl=1&itool=pubmed_docsum>. Citado el:
4 de abril de 2006.

Resumen:

ANTECEDENTES: La lepra todavia es un importante problema de salud pu-
blica en muchas partes del mundo. La asociacién de lepra y gangrena es muy
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poco frecuente y puede tener distintos mecanismos como el presentado aqui de
lepra y gangrena con elevado nivel de anticuerpos anti-fosfolipidos. PRESEN-
TACION DE CASOS: Se trata de una mujer de 50 afios, sin hipertensién, no-dia-
bética con un historial de 2 meses de gangrena progresiva en los dedos de ambos
pies. Presentaba madariosis y lesiones hipopigmentadas, maculas hipoaestésicas
en las extremidades superiores e inferiores. Se encontraban engrosados bilateral-
mente los nervios cubitales y popliteos. El diagnostico de la biopsia cutanea de
las lesiones fue lepra borderline tuberculoide y los frotis cutdneos detectaron un
IB 1+. No presentaba evidencias de episodio tromboembdlico o arterioesclerosis.
El ACLA era positivo en el momento de su presentacion en la clinica y a las 6 se-
manas. Los ACLA eran del tipo IgM. Resultaron negativos el anticuerpo anticoa-
gulante para Lupus y el anticuerpo beta2 GPI. El DOPPLER de las extremidades
inferiores no revel6 anormalidades. La paciente fue tratada con medicacién para
la lepra y anticoagulantes. CONCLUSION: Los APLA infecciosos deben ser reco-
nocidos como causa de trombosis en la lepra.

Lepra experimental

Dres. Hagge, Deanna A.; Ray, Nashone A.; Tulagan, Vilma; et al. - Modulacion de la respuesta
TH1 al Mycobacterium leprae en lepra experimental. — «Modulation of the res-
ponse to Mycobacterium leprae in experimental leprosy». — Encuentro Japon-
Estados Unidos, 2004. — Int. J. Lepr., vol. 73, ndm. 3 (2005), pags. 230-231.

Resumen:

Introduccioén. La lepra, causada por un patégeno intracelular obligado, My-
cobacterium leprae, se presenta con muchos sintomas que estan determinados
por la respuesta del huésped, desde una buena respuesta inmunitaria celular
(CMI) en la lepra tuberculoide (TT) a la ausencia de CMI en la lepra leproma-
tosa (LL). Los modelos animales para estudiar la lepra son muy limitados. Los
armadillos exhiben un espectro similar al humano, pero son caros y los reacti-
vos inmunolégicos escasos. El modelo murino, aunque bien caracterizado y
con gran cantidad de reactivos inmunoldgicos, esta restringido a la almohadilla
plantar para evaluar el crecimiento del M. leprae y presenta un compromiso
neural del bacilo muy limitado. Sin embargo, los modelos murinos para la le-
pra, como la introduccién de cepas knockout (KO) resultan muy esperanzado-
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res para el estudio del espectro inmunolégico de la lepra. La induccion de la
formacion de granulomas por M. leprae depende sobre todo de los macréfagos
(MF) y células T. Los ratones con deficiencias en la éxido-nitrico sintasa (iNOS),
un mecanismo efectivo del macréfago (MF) muy importante puede presentar un
gran potencial como modelo para el estudio de la lepra tuberculoide, ya que la
formacion tan intensa de granulomas aparece sin un elevado crecimiento del
M. leprae. La IL-12, una citocina reguladora clave para el sistema induce la pro-
duccién de IFN-y por células T y NK'y promociona el desarrollo del tipo celular
Th1. La IL-10 esta generada por células T y macréfagos (MF) y es un inhibidor
de la produccién de IFN-y.

Métodos. Para comprobar esto se evalud la infeccién por M. leprae en rato-
nes iNOS KO (NOS27), IL-10 KO (IL-10™) e IL-12 KO (IL-127") con dosis mini-
mas (LD) y elevadas (HD). Se infectaron en ambas almohadillas plantares traseras
a los ratones C57B1/6 (B6) y KO con 6 x 10° (LD) M. leprae viables y se controla-
ron durante 18 meses el crecimiento, perfiles celulares de los nédulos linfaticos e
histologia. También se inocularon los ratones B6 y KO con 3 x 107 (HD) viables
en ambas almohadillas plantares traseras o sin tratamiento con inhibidores iNOS
como LNil (L-N6-(1-iminoetil) hidrocloruro de lisina) o aminoguanidina (AG). Se
analizaron en estas almohadillas plantares la induracién, perfiles celulares y ex-
presion de citocinas).

Resultados. Se observé que en el modelo LD, el crecimiento del M. leprae en
ratones NOS2™" e IL-107", era igual que en los ratones control. En contraste, habia
incremento del crecimiento del bacilo en los ratones IL-127". La citometria de
flujo de los nédulos linfaticos popliteos revel6 una marcada disminucion en el ni-
vel de linfocitos T en ratones B6 a los 6 meses post-infeccion que corresponde al
maximo del crecimiento del M. leprae. Se observé una disminucién similar en los
ratones IL-107". En contraste, esto no se observd en ratones IL-127". En el modelo
HD, una gran respuesta granulomatosa se detect6 en los ratones NOS2™~ compa-
rada a los ratones B6 que consistia sobre todo de macréfagos (MF) CD11b* y lin-
focitos CD4%, y en una minima proporcion celular, células CD8. El nivel de cé-
lulas CD4" y CD8* que expresan marcadores de activacion es significativamente

“~ que en los B6. Correlacionado con la induracién de la

mayor en ratones NOS2
almohadilla plantar estaba el incremento de la expresion de IFN-y, TNF-o. e IL-10,
asi como MIP-Ta, MIP-1f, y MCP-1. Se detect6 una induracion similar en ratones
B6 M. leprae infectados tratados con [-NIL. La induracién remitia si el inhibidor
iNOS se eliminaba; y al contrario si el inhibidor iINOS se afadia 1 mes post-infec-
cion, se presentaba una induracién incrementada, enfatizando la naturaleza
dindmica de la lesion en la almohadilla plantar. Al infectar los ratones IL-107~
con M. leprae HD, los ratones también exhiben mayor induracién que los ratones
control. La infiltracion linfocitica T igual que en los ratones B6 e iNOS™ era sobre

todo de tipo CD4™. El anadir LNil a los IL-107- proporcionaba una mayor indura-
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cion en la almohadilla M. leprae infectada que cualquier otro modelo de defi-
ciencia. Si el LNil se administraba 1 mes post-infeccién, la induracién excedia ra-
pidamente la de los ratones IL-107 y resulté similar a los ratones que eran iNOS e
IL-10 deficientes. En los ratones IL-127~ la infeccién HD con M. leprae indujo
una reducida induracién en la almohadilla plantar y la infiltracion linfocitica T
era igualmente de CD4%1 y CD8™ a partes iguales.

Discusion. Todos estos hallazgos sugieren que ratones KO infectados con
M. leprae pueden proporcionar informacién sobre las pequefias variaciones de
la inmunidad mediada por células, asi como contribuir a una mejor compren-
sion de los distintos procesos que comprenden la variada respuesta del huésped
a la infeccién y en particular, a la naturaleza inestable de la parte borderline del
espectro.

Clinica y Diagnostico

Dres. Chedore, P.; Broukhanski, G.; Shainhouse, Z.; et al. — Falso positivo con amplificado
de técnicas directas para la deteccion de tuberculosis en muestras con Myco-
bacterium leprae. — «False-positive amplified Mycobacterium tuberculosis di-
rect test results for simples containing Mycobacterium leprae». —J Clin
Microbiol, [en lineal, vol. 44, nim. 2 (2006), pags. 612-613. [Citado el 13
de febrero de 2006]. Disponible en Internet: <http://jcm.asm.org/cgi/content/
abstract/44/2/612>.

Resumen:

Las técnicas de amplificacion de acido nucleico se emplean frecuentemente
en los laboratorios de micobacteriologia para detectar de manera rapida el com-
plejo Mycobacterium tuberculosis directamente de las muestras clinicas. Un re-
sultado positivo proporciona un diagnéstico precoz de tuberculosis, permitiendo
la iniciacion de una terapia farmacolégica apropiada y las consiguientes medidas
de salud pdblica.

Dres. Kampirapap, K.; Vorasayan, J.; Poopook, S.; et al. — Evaluacién de la calidad de los
servicios para la lepra en Tailandia desde el punto de vista de los clientes. —
«Assessment of the quality of leprosy services from the clients perspective in
Thailand». — Lepr. Rev., vol. 76, nim. 4 (2005), pags. 325-334.
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Resumen:

Para evaluar el tema de la calidad de los servicios sanitarios desde la pers-
pectiva del cliente, se llevaron a cabo métodos cualitativos de recoleccion de da-
tos, p. €j. entrevistas previamente estructuradas, discusiones en grupo (FGDs) y
fichas de prioridades en seis centros de salud primarios de Tailandia. Se entrevis-
taron un total de 29 pacientes y se llevaron a cabo tres FGD sobre 20 pacientes.
Ademads, se entrevistaron seis miembros del personal sanitario y seis miembros de
la comunidad. Los resultados revelan que los pacientes se retrasan entre meses y
afos antes de presentarse a un centro de salud piblica. La causa es el desconoci-
miento sobre la enfermedad. La mayoria de los entrevistados intentaron eliminar
sus problemas de forma casera con formas tépicas o hierbas. La distancia no se
considera un problema ya que la mayoria de los pacientes acuden a los hospitales
de distrito en las cercanias. En estos hospitales, las equivocaciones en los diag-
nosticos todavia son frecuentes. Mas de la mitad de los pacientes no habia reci-
bido informacion sobre la lepra antes del momento del diagndstico. Los gastos de
desplazamiento constituian un problema para algunos pacientes mayores e impe-
didos. Los pacientes a nivel hospitalario de distrito o provincial se quejaron de
que las listas de espera eran demasiado largas. La mayoria de instalaciones no
presentan suficiente espacio para la intimidad médico-paciente. Los pacientes
prioritizan que el periodo sanitario sea agradable y respetuoso. Cuando a los pa-
cientes se les pidié que aumentaran sus prioridades sobre la calidad del servicio,
consideraron la actitud del personal sanitario, el bajo coste para desplazarse,
atencion para POD vy suficiente informacion para los pacientes y su enfermedad,
como los principales temas. Las recomendaciones resultantes del estudio son: (1)
habia que enfatizar la educacién sanitaria para la poblacion; (2) también la for-
macién del personal sanitario para minimizar el retraso médico; (3) hay que man-
tener una correcta actitud del personal médico hacia los pacientes de lepra y (4)
los servicios para la lepra a nivel hospitales de distrito y provinciales debe mejo-
rar para ser centros que atiendan todas las necesidades del paciente de lepra.

Dres. Mishra, A.; Saito, K.; Barbash, S. E.; ef al. — Disfuncion olfativa en la lepra. — «Olfactory
dysfunction in leprosy». — Laryngoscope, [en linea], vol. 116, nim. 3 (2006), pags.
413-416. [Citado el 18 de abril de 2006]. Disponible en Internet:<http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?zcmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&li
st_uids=16540900&itool=iconabstr&query_hl=1&itool=pubmed_docsum>.

Resumen:

La lepra (enfermedad de Hansen) estd asociada a una elevada incidencia de
patologia nasal. A pesar de este hecho, la influencia de estos trastornos sobre la
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sensacién olfativa es poco comprendida. En este estudio se administré un test de
identificacién de 12 puntos a 77 pacientes con tres tipos de lepra: tuberculoide
(n =9), borderline (n = 42), y lepromatoso (n = 26). Los tres tipos presentaron me-
nores puntuaciones que sus respectivos controles emparejados en edad, sexo y
adiccidn al tabaco. Los pacientes con lepra lepromatosa puntuaron menos que los
afectados de los otros tipos de lepra. Sélo los pacientes lepromatosos experimen-
taron una mejoria de su sensacién olfativa después del tratamiento. No hay aso-
ciacién entre duracion de la enfermedad, per se, y gravedad del déficit olfativo.
En total, el 100% de los pacientes experimenté una disfuncién olfativa, sugiriendo
que la prevalencia anterior, basada en pruebas no estandarizadas, no calcularon
correctamente la verdadera prevalencia de este problema.

Dr. Mukhopadhyay, A. K. — Compromiso primario cutdneo en el pene en lepra lepro-
matosa. — «Primary involvement of penile skin in lepromatous leprosy». — In-
dian J. Lepr., vol 77, nim. 4 (2005), pags. 317-321.

Resumen:

Las lesiones cutdneas de la lepra lepromatosa (LL) son normalmente mdltiples
y diseminadas. Aunque la lesion se puede presentar en cualquier zona cutdnea,
los genitales masculinos raramente estan comprometidos. En todos los casos in-
formados hasta ahora sobre lesiones en el pene de LL, también habia lesiones en
otras zonas del cuerpo. En algunos casos también estaba comprometido el es-
croto. Informamos aqui de un caso que se presentd con una lesion macular Gnica
de lepra sobre el pene diagnosticado como un caso de lepra lepromatosa en los
examenes de las muestras de baciloscopias e histopatoldgicas.

Dres. Pandhi, Deepika; Mehta, Shilpa; Agrawal, Subhav; et al. — Eritema nodoso leproso ne-
crotizante en un nifio — Una complicacién inusual. — «Erythema nodosum le-
prosum necroticans in a child — An unusual manifestation». — Int. ). Lepr.,
vol. 73, nim. 2 (2005); pags. 122-126.

Resumen:

El eritema nodoso leproso necrotizante es una manifestacién poco comuin de
las reacciones leprosas tipo 2 que aparecen con cierta frecuencia en los pacientes
con lepra BL y LL. En esta comunicacion se reporta un caso de esta rara compli-
cacién en un nifo de 9 afios de edad que no habia mostrado evidencias previas
de lepra. Las lesiones se curaron completamente por tratamiento del paciente con
PQT de corta duracion (12 meses) acompanada de la administracién de medica-
mentos antiinflamatorias no esteroideos y corticoesteroides.
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Dres. Pfausler, B.; Bosch, S.; Sepp, N.; et al. — Lepra multibacilar en el Tirol (Austria). -
«Multibacillary leprosy in Tyrol». — Wien Klin Wochenschr. 115(Suppl 3)
(2003) 72-75. — Int. ). Lepr., [en lineal, vol. 73, ndm. 1 (2005), pag. 51. [Ci-
tado el 23 de enero de 2006]. Disponible en Internet: <http://www.leprosy-
journal.org/pdfserv/10.1489%2F1544-581X(2005)73%5B42:CL%5D2.0.
CO%3B2>.

Resumen:

Se han diagnosticado durante un periodo de 15 afos (1987-2001) cinco ca-
sos de lepra multibacilar en el Departamento ambulatorio de Neurologia de la
Universidad de Innsbruck. Todos los pacientes presentaban signos y sintomas
de polineuropatia desde leves a graves. Cuatro de los cinco pacientes se recu-
peraron totalmente, mientras un paciente con una polineuropatia severa pre-
sentd ya polineuropatia inicial grave como una secuela de larga evolucién. La
prevalencia de lepra en el drea del Departamento de Neurologia de la Universi-
dad de Innsbruck (que comprende toda la provincia del Tirol — 650.000 habi-
tantes) es de 0.5/1 millén. La incidencia de nuevos casos en la provincia del Ti-
rol es de 0.04/100.000/afo. El objetivo de la presentacion de estos 5 pacientes
—a parte del aspecto epidemiolégico— es alertar a todos los neurélogos y derma-
télogos sobre la existencia de esta enfermedad —a pesar de la disminucion de
los indices de prevalencia e incidencia a escala global-; esto es de una impor-
tancia singular ya que las secuelas neurolégicas a largo plazo sélo se pueden
prevenir con el diagnéstico precoz.

Dres. Rea, Thomas H.; Jerskey, Robert S. — Variaciones clinicas e histolégicas de
treinta pacientes con fenémeno de Lucio y Lepromatosis Difusa Pura y Pri-
mitiva (Lepromatosis de Latapi). — «Clinical and histologic variations among
thirty patients with Lucio’s phenomenos and pure and primitive diffuse le-
promatosis (Latapi’s Iepromatosis)». —Int. J. Lepr., vol. 73, nim. 3 (2005),
pags. 169-188.

Resumen:

Se hizo una revision de los datos clinicos e histopatolégicos de 30 pacientes
que habian tenido el fenémeno de Lucio y lepromatosis difusa pura y primitiva
(lepromatosis de Lucio). Los hallazgos clinicos no anticipados fueron: una rela-
cién masculino-femenino casi de 1:1, un tiempo promedio de aparicién de eri-
tema nodoso leproso (reaccion de tipo 2) de 21 meses después del inicio del tra-
tamiento antibacteriano, y ausencia del patrén de anestesia “media-guante”
(stocking-glove) en 7 pacientes. El Gnico hallazgo histolégico no anticipado fue
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una vasculitis lepromatosa-granulomatosa, presente en vasos comparativamente
grandes o en vasos agrandados por los cambios patoldgicos, localizados cerca de
la interfase dermo-subcutdnea. Este hallazgo estuvo presente en 6 de 22 pacientes
con material accesible para revisién. En 2 de estos 6 pacientes la vasculitis fue
identificada antes de la aparicién del fendmeno de Lucio. Con una sola excep-
cién, el tratamiento con un agente microbicida estuvo asociado con la deteccion,
en la primera semana, de nuevas lesiones del fenémeno de Lucio. La morbilidad
cronica, diferente a la reaccién de tipo 2, se encontr6é en 22 de 25 pacientes se-
guidos por mas de 1.3 afios.

Usualmente la insuficiencia venosa y/o pérdida de sensacién protectora
fueron consecuencia de la lepromatosis de Lucio y sélo raramente del fené-
meno de Lucio en cuyo caso la consecuencia mas frecuente fue la formacion de
cicatriz.

Se describen brevemente los casos de los 7 pacientes a los que se obtuvo una
biopsia cutanea antes de la aparicién del fenémeno de Lucio, y de dos pacientes
considerados como atipicos. También se discuten los criterios para el diagndstico
de la lepromatosis de Latapi en ausencia de fenémeno de Lucio.

Terapeutica

Dres. Agrawal, S.; Agarwalla, A. — Sindrome de hipersensibilidad a la dapsona: Revi-
sion clinico-epidemioldgica. — «Dapsone hypersensitivity sindrome: A cli-
nico-epidemiological review». — ] Dermatol [en linea], vol. 32, nim. 11
(2005), pags. 883-889. [Citado el 13 de febrero de 2006]. Disponible en In-
ternet: <http://www.dermatol.or.jp/Journal//D/2005/032110883.htm[>

Resumen:

La diaminodifenilsulfona (dapsona) es el medicamento de eleccién en el
tratamiento de la lepra. También es Gtil para tratar enfermedades que afectan a
los neutrofilos y otras dermatosis. La hipersensibilidad a la dapsona es un sin-
drome extrafio pero un efecto secundario grave caracterizado por fiebre, rash
cutaneo, linfadenopatia generalizada, hepatitis y hepato-esplenomegalia. Se
evaluaron veintiséis pacientes con el sindrome de hipersensibilidad a la dap-
sona mediante perfil clinico, evoluciéon y prognosis. La proporcion varén: hem-
bra era 2.2:1 y la edad media de 33.19 anos (rango desde 13-64 afos). El inter-
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valo desde el inicio del tratamiento con dapsona y la aparicién de los sintomas
vari6 entre 2-7 semanas (promedio 29.82 dias). A veinticuatro pacientes se les
administré dapsona como parte del tratamiento para la lepra; a otros dos pa-
cientes se les prescribié para liquen plano y acne vulgaris. La manifestacion cu-
tanea mas frecuente fue la dermatitis exfoliativa seguida de una erupcién erite-
matosa maculo-papular y lesion tipo sindrome de Stevens-Johnson. Otras
manifestaciones sistémicas comunes son: fiebre (26 casos), prurito (22 casos),
linfadenopatia (21 casos), ictericia (21 casos), palidez (20 casos), hepatomegalia
(19 casos) y edema del pie (14 casos). La analitica revela elevacién de las enzi-
mas hepdticas en el 100% de los pacientes, velocidad de sedimentacién de
92.3%, niveles elevados de bilirrubina de 84.6%, niveles bajos de hemoglobina
(<9 gm/dl) en el 46.15% e hipoproteinemia en el 42.3%. En 4 pacientes se de-
tect6 eosinofilia, anemia hemolitica y reticulocitosis. Todos los pacientes pre-
sentaron una buena evolucién, excepto tres casos de muerte por fallo hepatico.
El personal médico debe estar atento a este sindrome potencialmente fatal, ya
que es causa de elevada morbilidad y mortalidad.

Dres. Gupta, U. D.; Katoch, K.; Singh, H. B.; et al. — Estudios sobre bacilos persistentes en
pacientes de lepra después de la multiterapia. — «Persister studies in leprosy
patients after multi-drug treatment». — Int. ). Lepr., vol. 73, nim. 2 (2005),
pdgs.100-104.

Resumen:

Se analizaron pacientes con lepra que acudieron al Instituto para su trata-
miento. Los pacientes se asignaron a dos grupos, uno que recibio la poliquimiote-
rapia (PQT) estandar para lepra multibacilar (MB) y otro que recibié la PQT estan-
dar combinada con minociclina (100 mg mensuales) y Ofloxacino (400 mg
mensuales), ambas drogas administradas de manera supervisada durante 12 me-
ses. De cada paciente se tomaron biopsias de piel a los 12, 18, 24 y 36 meses o
mas, después de haber iniciado el tratamiento. Las biopsias fueron procesadas
para su inoculacion en la almohadilla plantar del ratén (APR) y para medir sus ni-
veles de ATP por bioluminiscencia, de acuerdo a métodos ya establecidos. En el
grupo tratado con PQT se observaron bacilos viables en el 23% de las biopsias a
un afo del seguimiento, en el 7.1% de las biopsias a los 2 anos, y en el 3.8% a
los 3 afnos usando la técnica de la APR, y en el 29.4%, 10.7% y 3.84% de las
biopsias usando el ensayo de ATP, a los mismos intervalos de tiempo. En las biop-
sias de piel del grupo tratado con PQT + Minociclina + Ofloxacino no se observa-
ron bacilos después de un afio de tratamiento. El porcentaje global de “persisten-
tes” fue de 5.5% por el ensayo de la APR y de 7.14% por el ensayo de ATP a los
3 afios del tratamiento.
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Dr. Naafs, B. — Tratamiento de la lepra: jciencia o politica? — «Treatment of leprosy:
science or politics?». — Trop Med Int Health., [en linea], vol. 11, nim. 3
(2006), pags. 268-278. [Citado el 12 de abril de 2006]. Disponible en Inter-
net:<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=
pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16553906&itool=iconabstr&query_hl=1&
itool=pubmed_docsum>.

Resumen:

OBJETIVOS: Revisar la historia del tratamiento de la lepra y las leprorreaccio-
nes después de la Segunda Guerra Mundial. METODOS: Se comparan tratamien-
tos basados en la experiencia y evidencia clinica con los propuestos por la OMS
en su lucha por eliminar la lepra en el afio 2000, que posteriormente se retrasé
hasta el 2005. RESULTADOS: La lepra no se eliminé. El andlisis de los datos so-
bre tratamiento de las leprorreacciones sugiere que el tratamiento para las lepro-
rreacciones aconsejado por la OMS puede conllevar mas deterioro entre pacien-
tes de lepra que otras pautas mas antiguas y clasicas. CONCLUSION: La politica
de la OMS para eliminar la lepra pueden haber perjudicado otros tratamientos
mas adecuados.

Dres. Sharma, Nand Lal; Majan, Vikram K.; Sharma, Vikas C.; et al. — Eritema nodosum le-
prosum e infeccion HIV: experiencia terapéutica. — «Erythema Nodosum Le-
prosum and HIV infection: a therapeutic experience». — Int. J. Lepr., vol. 73,
nam. 3 (2005), pags. 189-193.

Resumen:

La relacion entre la lepra y la infeccién por el VIH actualmente es algo con-
fusa, como tampoco se conoce mucho acerca de la historia natural de los pacien-
tes co-infectados. El tema ha llegado a ser todavia mds confuso debido a la publi-
cacion de trabajos conflictivos. Las reacciones tipo-1 de la lepra y la neuritis
parecen ser graves y muy frecuentes entre los pacientes co-infectados pero el eri-
tema nodoso leproso no es tan raro como antes se crefa.

El manejo de estos pacientes co-infectados a menudo es dificil debido a la
ausencia de planteamientos claros sobre su tratamiento y cuidado clinico. Aqui,
nosotros relatamos nuestra experiencia sobre el tratamiento recurrente de eritema
nodoso leproso grave en un paciente con lepra y co-infectado por el VIH. La ad-
ministracion precoz de la terapia anti-retroviral favorecié el resultado de la tera-
pia general en el paciente. Se analiza el caso y se reconoce la relacién directa y
muy compleja entre el VIH y la infeccién por M. leprae.
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Cirugia, Fisioterapia y Rehabilitacion Fisica

Dres. Mpyet, C.; Hogeweg, M. — Cirugia de los parpados en personas afectadas de le-
pra en el noreste de Nigeria: ;son atendidas sus necesidades? — «Lid surgery
in patients affected with leprosy in North-Eastern Nigeria: are their needs
being met?». — Trop Doct., [en linea], vol. 36, nim. 1 (2006), pags. 11-13.
[Citado el 2 de mayo de 2006]. Disponible en Internet: <http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&li
st_uids=16483419&itool=iconabstr&query_hl=53 &itool=pubmed_docsum>.

Resumen:

La ceguera por afectacion de la cérnea es la segunda causa, después de las ca-
taratas, de ceguera en los pacientes de lepra. La cirugia en los parpados por perso-
nal paramédico experimentado muchas veces puede prevenir la ceguera en estos
pacientes. Se ha intentado evaluar hasta que punto el personal paramédico hace
frente a las necesidades de estos pacientes y averiguar cudles son las barreras que
les impiden ser atendidos. Se eligieron ocho poblados en el noreste de Nigeria para
este estudio. En estas aldeas, habia 480 residentes mayores de 30 afios que habian
sido diagnosticados de lepra y sus ojos examinados para lagoftalmos, entropiof/tri-
quiasis y constatar la necesidad de la cirugia para estas condiciones. Los pacientes
no operados por cualquiera de estas causas, fueron interrogados para averiguar los
motivos. Habia 116 ojos (12.1%) necesitados de cirugia, mientras que el 5.1% de
los mismos ya habian sido operados. La cobertura quirdrgica para la cirugia de par-
pados era de un 30%; de lagoftalmos el 44.4% comparado con el entropio/triquiasis
(24.7%). La cusa mas frecuente era desconocer la disponibilidad del tratamiento.
Este trabajo revela que a pesar de la presencia de personal paramédico experimen-
tado en la comunidad, las necesidades quirtrgicas de estos pacientes no son atendi-
das, ya que el nivel de percepcion sobre la disponibilidad del personal para visitar
estos poblados era decepcionante. Se tendran que realizar por tanto mas esfuerzos.

Epidemiologia. Prevencion y Control

Dres. Alfonso, José L.; Vich, Fernando A.; Vilata; Juan J.; Terencio de las Aguas, J. — Factores que
contribuyen al declive de la lepra en Espana durante la segunda mitad del siglo
XX. — «Factors contributing to the decline of leprosy in Spain in the second halh
of the twentieth century». — Int. J. Lepr., vol. 73, nim. 4 (2005), pags. 258-268.

451



Resumen:

Contexto: Aunque la lepra es una enfermedad infecciosa crénica en decai-
miento, aiin permanece vigente en muchas partes del mundo. El presente, es un
estudio realizado con el fin de explorar los factores de salud y sanitarios que tienen
mas influencia en la tendencia de la enfermedad en un tipico pais Mediterraneo.

Material y Métodos: Se realizé un estudio ecolégico en el cual se investiga-
ron los posibles factores sociales, econémicos y sanitarios relacionados con la
evolucion de la incidencia de la lepra. El periodo de tiempo considerado fue de
50 ahos —la segunda mitad del siglo xx en Espafa.

Resultados: Las variables que mostraron alta correlacién con la evolucion de
la incidencia de la enfermedad fueron el desempleo, el nimero de médicos, vy el
producto doméstico bruto (PDB), con coeficientes negativos —la tuberculosis, en
cambio, mostré un coeficiente positivo. El PDB mostré6 el coeficiente mas alto
(0.5). El modelo que mejor explico la evolucién de la lepra en el periodo de los
50 analizado comprendié un periodo lag de 6 afos entre los factores socioeconé-
micos y la incidencia de lepra — explicando el 57% de los datos obtenidos. La dis-
minucién anual en la incidencia de lepra fue del 1.6%.

Conclusiones: El desarrollo socioeconémico, medido en términos del PDB,
fue el factor mds importante para explicar la evolucién de la incidencia de lepra.

Dres. Cardona-Castro, Nora M.; Restrepo-Jaramillo, Sandra; Gil de la Ossa, Myriam; et al. — In-
feccién por Mycobacterium leprae en convivientes de pacientes de lepra le-
promatosa de una regién post-eliminacion. — «Infection by Mycobacterium
leprae of household contacts of lepromatous leprosy patients from a post-eli-
mination leprosy region of Colombia». — Mem. Inst. Oswaldo Cruz, [en li-
neal, vol. 100, nim. 7 (2005). [Citado el 12 de abril de 2006]. Disponible en
Internet: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=5S0074
02762005000700003 &Ing=en&nrm=is&tlng=en>.

Resumen:

El programa de control de la lepra de Antioquia (estado en fase post-eliminacién
de la lepra) habia registrado en 1999, 56 pacientes de lepra lepromatosa y sus convi-
vientes (HHC). El interés del trabajo es detectar la infeccion por M. leprae en los
HHC. Se evaluaron mediante examen clinico, tincién acido-alcohol resistente
(BAAR) en secreciones nasales, y frotis cutdneos IgM anti-PGL-1 en suero y Lepro-
mina A (Mitsuda). Se estudiaron 248 HHC, siendo el 44% varones. Después del exa-
men clinico, dos HHC fueron diagnosticados como pacientes multibacilares; 13 %
revel6 positividad IgM anti-PGL-, la reaccién de Mitsuda (> 4 mm) fue positiva en
59%; BAAR resulté negativo en todas las muestras, excepto en dos pacientes nuevos.
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Se clasificaron los HHC en los siguientes grupos. Grupo 1: dos nuevos pa-
cientes multibacilares. Grupo 2: 15 HHC seropositivos; Mitsuda-negativo. Grupo 3:
13 HHC seropositivos, Mitsuda-positivo. Grupo 4: 130 HHC seronegativos, Mit-
suda-positivo. Grupo 5: 88 HHC seronegativos, Mitsuda-negativos. Estos resulta-
dos indican que la transmisién de la infeccion esta todavia presente en una regién
considerada de caracter post-eliminacién. Los dos nuevos pacientes representan
un foco de contacto para los demas y los grupos 2 y 3 son HHC infectados que
podran desarrollar la enfermedad en el futuro. Es necesario hacer seguimiento del
grupo de elevado riesgo para conseguir una eliminacién real de la lepra.

Dres. Hussain, Tazhiba; Sinha, Shikha; Kulshreshtha, K. K.; et al. — Seroprevalencia de la in-
feccion VIH entre pacientes de lepra en Agra, India: Tendencias y perspecti-
vas. — «Seroprevalence of HIV infection among leprosy patients in Agra, In-
dia: Trends and perspectiva». — Int. J. Lepr., vol. 73, nim. 2 (2005), pags.
93-99.

Resumen:

Este estudio compara los resultados de una encuesta sobre la prevalencia
del VIH en pacientes con lepra, realizada en dos fases, la primera de 1989 a
1993 y la segunda de 1999 a 2004. Aunque el nimero de pacientes investiga-
dos para VIH fue mayor en la primera fase (4.025) que en la segunda (2.125), se
noté un incremento en la infeccién por VIH de 0-12% a 0-:37%. Esto es preocu-
pante porque sugiere que esta area es endémica para las dos enfermedades. En
la segunda fase del estudio, se observé un incremento en el nimero de pacien-
tes BL/LL que acudieron al Instituto y una disminucién en el nimero de pacien-
tes BT/TT. Los resultados globales indican que la infeccién por VIH es baja en-
tre los pacientes con lepra en comparacion con la infeccion en otros grupos de
riesgo. El examen de estos pacientes a los 6 meses de seguimiento revel6 que
ninguno de ellos “viré inmunologicamente” a una forma mas severa de la lepra,
ni desarrollé los signos del complejo asociado al SIDA, ni la enfermedad en si.
Ademas, ninguna de las enfermedades precipité a la otra. Ninguno de los pa-
cientes desarroll6 reacciones reversas (neuritis agudas y crénicas), ni eritema
nodoso leproso (ENL).

Dres. Kumar, Anil; Girdhar, Anita; Girdhar, B. K. — Prevalencia de la lepra en el distrito de
Agra (U.P.) India, desde 2001 a 2003. — «Prevalence of leprosy in Agra Dis-
trict (U.P.) India from 2001 to 2003». — Int. J. Lepr., vol. 73, nim. 2 (2005),
pags. 115-121.
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Resumen:

La prevalencia mundial de la lepra ha disminuido notablemente en los ulti-
mos afos pero 6 paises, incluyendo la India, se mantienen con alta endemia. La
India sola contribuye con cerca del 60% de los casos de lepra en el mundo y su
mayor aportacion proviene de sus estados nortefios. El presente estudio, realizado
en el distrito de Agra, se hizo sobre una muestra seleccionada al azar que incluy6
a mds del 10% de la poblacion de Agra distribuida en 300 poblaciones rurales y
16 comunidades urbanas. La encuesta, casa por casa, se realizé de julio del 2001
a julio del 2003 en las 300 poblaciones rurales, en 11 municipios y en cinco (de
20) localidades de la ciudad de Agra.

Se examinaron 361.321 personas, encontrandose un total de 592 casos de le-
pra [casos nuevos y casos que debian completar su tratamiento con PQT-OMS],
con una tasa de prevalencia de 16,4/10.000 habitantes. Las tasas de prevalencia en
las regiones rural y urbana fueron similares pero se detectaron focos de alta preva-
lencia. La mayoria de los casos se detectaron en el lado oriental de Agra
(31,4/10.000 habitantes en Fatehabad y 28,5/10.000 en Bah Tahsils). La tasa global
de lepra multibacilar (MB) fue del 22,3% vy la tasa de lepra en nifios fue del 8,4%.
De los 592 casos de lepra, 523 (88,3%) fueron casos nuevos no tratados, lo que sig-
nifica una tasa de deteccién de 14,5/10.000. entre los pacientes nuevos, la tasa de
lepra MB fue del 17% (89/523) y la tasa de lepra infantil del 8,4% (44/523). Tam-
bién en estos casos, la tasa de deformidad de grado 2 fue del 4,8% (25/523). La du-
racion de la enfermedad entre los casos nuevos fue de 32,3 meses en promedio,
mientras que en los casos prevalentes registrados ésta fue la necesidad de continuar
con las campanas de educacion y de deteccién de casos de lepra. Por otro lado, el
estudio subraya la baja eficacia en la deteccion de casos del programa integrado ac-
tual, el cual se basa principalmente en la presentacion voluntaria de los casos.

Dres. Martins, A. C; Castro, Jde C; Moreira, J. S. — Seguimiento durante diez afios de las
endoscopias de la cavidad paranasal en pacientes de lepra. — «A ten-year his-
toric study of paranasal cavity endoscopy in patients with leprosy». — Rev
Bras Otorrinolaringol (Engl Ed), [en lineal, vol. 71, ndm. 5 (2005), pags. 609-
616. [Citado el 18 de abril de 2006]. Disponible en Internet: <http:/www.
nchi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=
Abstract&list_uids=16612522%itool=iconfft&query_hl=1&itool=pubmed_do
csums>.

Resumen:

La lepra es una enfermedad crénica causada por Mycobacterium leprae. Fre-
cuentemente, afecta las mucosas de las cavidades nasales independientes de su
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forma clinica, incluso antes de la aparicién de las lesiones cutdneas y en presen-
cia o ausencia de tipo clinico. OBJETIVO: Revelar la eficacia e importancia del
otorrinolaringdlogo en el diagnéstico y seguimiento de los pacientes de lepra. DI-
SENO: Estudio clinico. MATERIAL y METODO: Se llevé a cabo un estudio sobre
los historiales clinicos de 173 pacientes sin tratamiento previo desde 1990 a 2000
en los servicios de otorrinolaringologia del Instituto de Pesquisas Clinicas Hospital
Evandro Chagas, Fiocruz. RESULTADOS: Todos los pacientes presentan lesiones
nasales, 121 con y 52 sin identificacion de la alteracion de la mucosa en pacien-
tes de lepra, asi como identificar la evolucion de las lesiones. Este tipo de examen
también facilita establecer un tratamiento local. CONCLUSION: La evaluacién y
seguimiento de los pacientes de lepra por el otorrinolaring6logo estd justificado
en un equipo multidisciplinario y ofrece al paciente un diagnéstico precoz y trata-
miento especifico.

Dres. Richardus, Jan H.; Meima, Abraham; Van Marrewijjk, Corine J.; et al. — Convivientes
con lepra en casas de pacientes de lepra recien diagnosticada en areas muy y
poco endémicas: comparacion entre Bangladesh y Tailandia. — «Close con-
tacts with leprosy in newly diagnosed leprosy patients in a high and low en-
demic area: comparison between Bangladesh and Thailand». — Int. J. Lepr.,
vol. 73, ndm. 4 (2005), pags. 249-257.

Resumen:

Panorama: Como parte de un estudio mas extenso sobre el papel que juegan
los contactos cercanos en la transmision de M. leprae, en este estudio exploramos
si la proporcién de nuevos casos con historia familiar de lepra, difiere de la tasa
de incidencia de lepra en la poblacién general.

Métodos: Se hizo un andlisis retrospectivo de contactos de todos los nuevos pa-
cientes de lepra diagnosticados durante un periodo de 10 afos en los programas de
control de la lepra en Tailandia y Bangladesh. En nuestra definicion, un grupo con-
tacto consistié de los nuevos casos y de los casos pasados y presentes que fueron fa-
miliares y parientes de los nuevos casos. Para un nuevo caso, el caso indice mas cer-
cano se definié sobre la base del tiempo de aparicion de los sintomas en los casos
del grupo de contactos en combinacién con el grado de contacto entre estos casos y
el nuevo caso. Se definieron tres niveles comparables de contacto. En Bangladesh:

"o

“contactos de cocina”, “contactos domésticos”, y “contactos no domésticos”; en Tai-
landia: “contactos domésticos”, “contactos compuestos”, y “contactos vecinos”.
Resultados: Se incluyeron 1.333 nuevos casos en Bangladesh y 129 en Tai-
landia. La tasa promedio de deteccion de casos nuevos en 10 afos fue de 50 por
100.000 por afio en Bangladesh, y de 1,5 por 100.000 en Tailandia. En el area de

alta endemia, el 25% de los nuevos casos detectados pertenecieron a un grupo de
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contactos y no fueron el caso indice en este grupo: en el area de baja endemia, el
62% de los nuevos casos detectados tuvieron estas caracteristicas. La distribucién
de los casos indice mas cercanos en los tres niveles de contacto fueron compara-
bles en ambas dreas. Un poco mas de la mitad de los casos indice mas cercanos
se encontraron dentro de la unidad familiar inmediata: “cocina” en Bangladesh,
“domésticos” en Tailandia.

Conclusioén: Los resultados indican que, en comparacién con un drea de alta
endemia, en una zona de baja endemia la mayor proporcién de los nuevos casos
detectados tienen una historia familiar de lepra. Se concluye que es necesario es-
tablecer con mas precision, los diferentes niveles de los contactos y sus riesgos re-
lativos de contraer la enfermedad. En las situaciones de alta endemia también se
requiere una vigilancia dentro del circulo de contactos algo mayor que la que se
realiza actualmente.

Psicologia, Educacion y Rehabilitacion Social

Dres. Kar, Bikash Ranjan (M.D.); Job, C. K. (M.D). — Incapacidades de tipo visible en lepra
infantil — Un estudio de 10 afos. — «Visible deformity in childhood leprosy —
A 10 year study». — Int. J. Lepr., vol. 73, nim. 4 (2005), pags. 243-248.

Resumen:

Las deformidades en los nifos con lepra son poco estudiadas porque la lepra
en si, es menos frecuente en los nifos que en los adultos. La deformidad, siné-
nimo de estigma de la lepra, es un verdadero problema social entre los nifios. En
este estudio centrado en el estigma de la deformidad en los nifios con lepra, se
discuten varios factores responsables de estas deformidades. Observamos una in-
cidencia del 10,5% de deformidad de Grado Il en los nifios con lepra. Esta inci-
dencia es muy alta comparada con la incidencia del 1,4% en la comunidad gene-
ral. Varios factores contribuyeron significativamente a la alta incidencia de
deformidades en nuestro estudio, entre ellos: incremento en la edad de los nifios,
retraso en conseguir atencion médica, lesiones mdultiples en la piel, enfermedad
multibacilar, positividad bacilar en la linfa cutanea, afectacién nerviosa mdltiple,
y estados reaccionales al momento de su ingreso al hospital. Los andlisis de regre-
sién logistica mostraron que los nifios con troncos nerviosos engrosados tuvieron
un riesgo 6.1 veces mayor de desarrollar deformidades que los nifos sin engrosa-
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miento neural. Se concluye que los nifios con los factores de riesgo antes mencio-
nados deben ser vigilados con mayor intensidad con el fin de detectar cualquier
deformidad tan pronto como aparezca.

Dres. Ponte, K. M.; Ximenes Neto, F. R. — Lepra: la realidad para los adolescentes. —
«Leprosy: the reality for adolescents». — Rev. Bras. Enferm., [en linea], vol.
58, nim. 3 (2005), pags. 296-301. [Citado el 12 de abril de 2006]. Disponi-
ble en Internet:<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=
Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16335181&itool=
iconabstr&query_hl=9&itool=pubmed_docsum>.

Resumen:

La lepra es una enfermedad contagiosa que causa discapacidades y los ado-
lescentes, que estan en una fase inestable muy de sus vidas, pueden estar negati-
vamente influenciados por las secuelas de la enfermedad. Este estudio intenta
caracterizar a los adolescentes con lepra de acuerdo a sus aspectos socio-demo-
graficos, para proceder con un analisis epidémico-operacional de la enfermedad;
comprobar los conocimientos de los afectados sobre la enfermedad y cémo reac-
cionaron ante la noticia de su enfermedad; identificar los cambios originados en
sus vidas y las dificultades encontradas en sus vidas. Es un trabajo con caracter de
investigacion en 31 adolescentes afectados y que son asistidos por la Estrategia
para Salud Familiar en Sobral, municipio de Ceara. Los resultados revelan la ne-
cesidad de mantener una atencién continua con estas personas, sabiendo que
esta enfermedad puede acarrear cambios significativos en sus vidas que pueden
dificultar la continuacién de sus logros.

Dres. Sashida, M.; Nagata, S.; Murashima, S.; et al. — Experiencias sobre rehabilitacién so-
cial de personas afectadas por la enfermedad de Hansen: entrevistas con per-
sonas readmitidas en un sanatorio. — «Social rehabilitation experiences of pe-
ople with a history of Hansen's disease: interviews of readmitted residents in
a sanatorium». — Nippon Koshu Eisei Zasshi, [en lineal, vol. 52, ndm. 2
(2005), pags. 146-157. [Citado el 12 de abril de 2006]. Disponible en Inter-
net: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?zcmd=Retrieve&db=
pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15791901 &itool=iconabstr&query_hl=17
&itool=pubmed_docsum>.

Resumen:

OBJETIVO: Este estudio analiza las reflexiones de las personas afectadas de
hanseniasis, que experimentaron la vida social y regresaron al sanatorio. El mo-
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tivo es clarificar sus pensamientos sobre sus experiencias en la vida social fuera
de las instituciones. METODOS: Los estudiados son pacientes de Hansen que ha-
bian vivido fuera de la institucién y ahora vivian en un sanatorio nacional con
buen ADL. El estudio se centra sobre una entrevista semi-estructurada, clasifi-
cando la informacién en “situacion o tépicos afectados por la enfermedad de
Hansen”. Trece personas acordaron participar en el estudio. RESULTADOS Y DIS-
CUSION: Se propusieron seis categorias “manteniendo una buena condicién”,

"o nou

“ansiedad sobre recidivas o enfermedades”, “servicio médico”, “controlada la en-
fermedad de Hansen en la vida social”, “relaciones con otros” y “medio de vida”.
La enfermedad de Hansen afect6 sus vidas en 2 aspectos; uno era “sawagu (reci-
diva de la enfermedad)” y el otro “kakusu (esconder la lepra)”. El “sawagu” estd
relacionado con “la ansiedad de la enfermedad” e “intencién de mantener una
buena condicién”. “Kakusu” afecta la manera de tratar la enfermedad en la vida
social” y “las relaciones con otros”. El “servicio médico” era importante tanto
para “sawagu” como para “kakusu”. Los pacientes visitaban los hospitales y toma-
ban medicinas para evitar “sawagu”, mientras probaban “kakusu” cuando consul-
taron a sus médicos. De manera que, tanto “sawagu” como “kakusu” interactGan
entre si mismos cuando los participantes necesitaban trabajo. Todos los pacientes
se referian a su vida social como una “buena experiencia” porque estaban satisfe-
chos con el sentido de haber cumplido en la vida. CONCLUSION: Los participan-
tes consideraron su vida social como una “buena experiencia”. La enfermedad de
Hansen afect6 a sus vidas sociales en 2 aspectos; “sawagu” y “kakusu”. Hay que
allanar las dificultades con estos dos aspectos para que las personas con enferme-
dades estigmatizadoras como la enfermedad de Hansen pueden llevar vidas nor-

males en sociedad.

Generalidades e Historia

Dr. Chy, N. S. — Enfermedades neurolégicas al final del siglo xix en Taiwdn — infor-
mes médicos de la Aduana Maritima del Imperio Chino. — «Neurological di-
seases in late 19th century Taiwan — medical reports of the Chinese Imperial
Maritime Customs». — Acta Neurol Taiwan., [en linea], vol. 14, ndm. 4
(2005), pags. 221-233. [Citado el 12 de abril de 2006]. Disponible en Inter-
net: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=
pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16425551&itool=iconabstr&query_hl=42
&itool=pubmed_docsum>.
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Resumen:

La medicina occidental se introdujo en Taiwdn en 1865 cuando el Dr. James
L. Maxwell, un médico misionero de la Iglesia Presbiteriana de Inglaterra, estable-
cié un hospital en lo que es actualmente Taiwan. El periodo de la medicina im-
plantada por este misionero fue de 30 anos, hasta la invasién japonesa. Sin em-
bargo, durante este periodo, los informes oficiales de enfermedades en Taiwan
basadas en médicos occidentales son escasos o no disponibles. Afortunadamente,
los médicos de los puertos de Tamsui y Kelung en el norte y de Takow y Taiwan-
fu en el sur, informaron sobre las enfermedades detectadas en los puertos, comu-
nidades extranjeras y hospitales de misioneros donde trabajaban de forma volun-
taria. Los informes son de casos o resimenes de casos con clasificaciones y
estadisticas. Los informes cubren el periodo de 1871 a 1900. Los datos revelan
que las enfermedades neuroldgicas y/o trastornos a finales del siglo xix eran poco
frecuentes, (2-3% del total de las enfermedades). Los trastornos neurolégicos mas
frecuentes eran por :lepra, consumo de opio, dementia sifilitica (GPI), pardlisis,
histeria, neuralgia, epilepsia, manfa, cidtica, meningitis y ataxia. El infarto no era
comun, mientras que las enfermedades de Parkinson y Alzheimer no se constatan,
revelando que las enfermedades neuroldgicas relacionadas con la edad y neuro-
degeneracion no constituian todavia una amenaza para la salud. De manera simi-
lar, el dolor de cabeza, insomnio, ansiedad y depresion, enfermedades de la so-
ciedad actual y moderna, no se mencionan, sugiriendo que estos trastornos eran
raros o no causaban suficiente preocupacion a los pacientes para buscar ayuda de
los médicos de la medicina occidental.

Dres. Gill, A. L.; Bell, D. R.; Gill, G. V.; et al. — Lepra en Gran Bretania: 50 afos de expe-
riencia en Liverpool. — «Leprosy in Britain: 50 years experience in Liverpool».
— QJM., [en lineal, vol. 98, nim. 7 (2005), pags. 505-511. [Citado el 6 de ju-
lio de 2006]. Disponible en Internet: <http://qjmed.oxfordjournals.org/
cgi/content/abstract/98/7/505>.

Resumen:

Antecedentes: La lepra es una infeccién crénica que se presenta con una va-
riedad de sintomas dérmicos y neuroldgicos y que puede conllevar discapacida-
des y morbilidad, acompanada de estigma social.

Objetivo: Revision de todos los pacientes que se presentaron en el Instituto
de Medicina Tropical de Liverpool (LSTM) entre 1946 y 2003, observando espe-
cialmente su pafs de nacimiento y el de posible infeccién, detalles de la presenta-
cion clinica, diagndstico y reacciones.

Disefio: Revision retrospectiva de historiales.
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Métodos: Recuperamos todos los historiales clinicos disponibles de pacientes
vistos entre 1946 y 2003 (n = 50), consistente en el examen de cartas, notas de
hospital y LSTM, y algunas radiografias y fotografias. Se anot6 cualquier historial
de tuberculosis o diabetes.

Resultados: La mayoria de pacientes son nativos del sub-continente India
(64%) y se estima que la mayoria se contagio alli (62%). Los signos en el mo-
mento del diagnéstico eran lesiones cutdneas anestésicas en 19 (36%), hipopig-
mentacién en 15 (30%), y engrosamiento del nervio periférico en 25 (50%). El
diagnéstico se confirmé mediante una combinacion de datos clinicos y biopsias
(60%) y las baciloscopias resultaron positivas en un 61% de los pacientes multi-
bacilares. La presentacion inicial en la clinica era con leprorreaccién en 5 casos
(10%) y se registraron leprorreacciones en el 42% de los pacientes. Los tratamien-
tos variaban entre la medicina tradicional hasta la multiterapia propuesta por la
OMS, con profilaxis para los nifios y convivientes.

Discusion: La lepra sigue siendo una enfermedad importante a tener en
cuenta en pacientes con un historial de trabajo o viajes a los trépicos y su diag-
néstico tiene consecuencias médicas, sociales y emocionales.

Otras Micobacterias

Dr. Kaufmann, S. H. E. — Hallazgos recientes en la inmunologia de la tuberculosis pro-
porcionan un nuevo impulso a las vacunas para la prevencién de esta enfer-
medad.. — «Recent findings in immunology give tuberculosis vaccines a new
boost». — Trends in Immunology, vol. 26, nim. 12 (2005), pags. 660-667.

Resumen:

La tuberculosis sigue siendo un problema sanitario que no resuelve ni la qui-
mioterapia actual ni la vacunacién con BCG. Aunque actualmente hay una nueva
generacion de candidatos a vacunas preparadas para ensayos en el campo, toda-
via se necesitardn mejoras en este terreno. Un ensayo de vacunacion debe esti-
mular las células de memoria T y al mismo tiempo evitar el agotamiento de esa
memoria y supresion por los mecanismos reguladores. El sistema mas probable es
sensibilizar con un candidato seguido de una revacunacién de refuerzo con otra
vacuna candidata. Para los ensayos clinicos hay que identificar biomarcadores
que definan las células T. que alternan entre los pulmones y la periferia.
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Dres. Lupi, 0.; Madkan, V.; Tyring, S. K. — Dermatologia tropical: enfermedades bacte-
rianas tropicales. — «Tropical dermatology: bacterial tropical diseases». — ]
Am Acad Dermatol., [en lineal, vol. 54, ndm. 4 (2006), pags. 559-578; quiz
578-580. [Citado el 7 de abril de 2006]. Disponible en Internet: <http:/www.
ncbi.nlm.nih.gov/entrez.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&adopt=Abstract&lis
t_uids=16546577 &itool=iconabstr&query_hl=1&itool=pubmed_docsum>.

Resumen:

Las infecciones bacterianas son frecuentes en las zonas tropicales del mundo
y pueden incluir incluso especies observadas regularmente en climas templados.
Muchas infecciones bacterianas tropicales sin embargo, son diagnosticadas muy
pocas veces en el mundo y abarcan: la bartonellosis, tlceras tropicales, piomiosi-
tis tropical, granuloma inguinal, linfogranuloma venéreo, frambesis, pinta, melioi-
dosis y muerro. Algunas como la plaga y el antrax se asociacion a niveles eleva-
dos de mortalidad y son de uso potencial para actos de bioterrorismo. Algunas
enfermedades tropicales bacterianas estan fuertemente asociadas con actividades
especificas como cazar (p. ej. tularemia) o comer pescado crudo (Vibrio vulnifi-
cus). Las enfermedades bacterianas de mayor impacto en los trépicos son las cau-
sadas por el género Mycobacterium. Hay en el mundo millones de personas que
sufren de tuberculosis y lepra; las tGlceras de Buruli también son motivo de morbi-
lidad en muchos paises tropicales. Debido al incremento de los viajes a estos pai-
ses para visitas de turismo o temas laborales, asi como el incremento de los inmi-
grantes o personas adoptadas de estas zonas, es fundamental que los médicos
ejercientes en climas tropicales sepan reconocer los signos y sintomas de las en-
fermedades bacterianas tropicales. OBJETIVO: Al finalizar este periodo de forma-
cion, los participantes deben estar familiarizados con las presentaciones clinicas,
epidemioldgicas, diagndstico, terapia y prevencion de enfermedades bacterianas
tropicales.

Dres. Walsh, D. S.; Meyers, W. M.; Portaels, F.; et al. — Elevados indices de apoptosis en
cultivos Mycobacterium ulcerans positivos obtenidos de lesiones cutaneas. —
«High rates of apoptosis in human mycobacterium ulcerans culture-positive
Buruli ulcer skin lesions». — Am. J. Trop. Med. Hyg., [en lineal, vol. 73, ndm.
2 (2005), pags. 410-415. [Citado el 24 de enero de 2006]. Disponible en In-
ternet: <http://www.ajtmh.org/cgi/content/abstract/73/2/410>.

Resumen:

La dlcera de Buruli, una enfermedad causada por Mycobacterium ulcerans,
origina enfermedad cutanea ulcerativa generada por una toxina que media en la
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apoptosis. Analizamos secciones parafinadas de lesiones quirtrgicas de Glcera de
Buruli (dos dlceras y una placa edematosa) y muestras cutaneas adyacentes sin le-
sién (n = 9) para evaluar la apoptosis mediante una técnica de inmunofluorescen-
cia indirecta mediada por dUTP-marcado con deoxynucleétido (TUNEL). Se tifien
y cultivan todas las muestras para la observacion de bacilos acido-alcohol resis-
tentes (BAAR) y la mayoria analizados con un test diagndstico M. ulcerans especi-
fico mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Los anticuerpos TU-
NEL (+) resultaron abundantes tanto en las Glceras como en la placa y escasos o
ausentes en la piel adyacente sin lesion. Las tinciones para AFB y cultivos de M.
ulcerans resultaron positivos sélo en las tres lesiones. El PCR resulté positivo en
las tres lesiones y en cuatro de las seis muestras de tejido no lesionado; tres mues-
tras contenian anticuerpos TUNEL (+). La abundancia de elementos TUNEL (+) en
las tres tinciones y cultivos BAAR + y PCR (+), pero no en las tinciones y cultivos
BAAR -y PCR (+) procedentes de las muestras sin lesion, evidencian que la apop-
tosis es un mecanismo de destruccion tisular de las lesiones humanas muy aso-
ciado con M. ulcerans viable.
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