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GENERALIDADES

Aunque todavia no ha sido posible cultivar con certeza el
agente causal de la lepra humana, desde hace varias décadas
aparecen publicaciones sobre bacterias acidorresistentes ocasio-
nalmente cultivadas del material procedente de leprosos. Casi
todas estas cepas resultan no patégenas para animales de expe-
rimentacién; por lo menos no producen enfermedad evolutiva.

Sin embargo, el célebre investigador brasilefio de Souza-
Araujo. presenta en 1958, al VIl Congreso Internacional de Lepro-

* Una parte de este trabajo fue leida por el autor ante la ilus-
tre Academia de Medicina del Zulia en su sesién ordinaria el dia 15
de enero de 1969.
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logia en Tokyo, tn frabajo donde Ifega a demosfrar que algunas
cepas de bacilos acidorresistentes cultivadas a partir de lepro-
mas, si son capaces de producir en ratones negros y en el mono
Cebus fattuellus, focos de estructura lepromatosa, en el sitio de
inoculacién,

Por otra parte, varios investigadores han tratado de trans-
mitir la lepra o los animales de laboratorio mediante inocula-
cion directa del material bacilifero procedente de pacientes han-
senianos,

Asi Adler, en 1937, escribe sobre la susceptibilidad del
hamster sirio a la lepra humana. Adler modifica. la resistencia
del animal inoculado -por medio de lo esplenectomia.

Bergel, en 1957, logra reproducir nédulos baciliferos en el
sitio de inoculacién en ratas blancas y ratones alimentados con
dietas pro-oxidantes, dietas que inducen la susceptibilidad, se-
gon el autor mencionado.

.

Binford, en 1958, describe nédulos granulomjatosos en las
orejas de hamsters inoculados por via iniradérmica con material
procedente de sbélo dos enfermos lepromatosos:

Chatterjee, en el mismo afio, expone sus experiencias sobre
la transmisién de la lepra o los ratones negros hibridos, de su-
puesta susceptibilidad genética.

Shepard, en 1961, obtiene la adaptacién progresiva del su-
puesto My. leprae en los tejidos blandos de la planta podal del
ratén blanco, logrando pases sucesivos en dicho animal median-
te inoculaocién de muy pequefias dosis bacilares.

Cada uno de los autores mencionados ha dafirmado que los
bacilos de las lesiones de sus animales son idéniicos a los de las
lesiones humanas.

Las investigaciones de esta indole en Venezuela fueron ini-
ciadas hace unos 10 aros por el Dr. J. Convit, Médico Jefe de
la Divisién de Dermatologia Sonitaria del M.S.A.S., Profesor Ti-
tular de Dermatologia de la Universidad Central de Venezuela y
actual Presidente de la Sociedad Mundial de Leprologia.
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En cuanto a la inoculacidn experimental de la lepra huma-
na a los animales de laboratorio, Convit, Lapenta e Ilukevich
lograron demostrar en hamsters (Cricetus auratus) que el mate-
rial obtenide de lesiones borderline proporciona muchos més ca-
sos positivos peara el granuloma especifico experimental que el
obtenido de las lesiones lepromatosas. Se considera que los baci-
los comparativamente escasos de las lesiones borderline son ge-
néticamente inestables y por lo tanto capaces de formar cepas
adaptables al embiente intracelular de otra especie (hamster),

El cultivo de las lesiones experimentales en hamsters, reali-
zado en el medio de Léwenstein-Jensen clemostré una diferen-
cia entre las lesiones provocadas por inoculacién del material
borderline con las provocadas por el material lepromatoso. En
las primeras casi no se pudo obtener cultivo de baciles acidorre-
sistentes, salvo casos excepcionales, en tanto que en las lesiones
provocadas por el material lepromatoso se cultivaron micobacterias
de manera sistemdtica. A estos bacilos los hemos clasificado en
el grupo Il de Runyon, como no-fotocromégenos.

INTRODUCCION

El propésito del presente trabajo fue averiguar la frecuen-
cia de cultivos positivos para micobacterias durante siembras
sistemdticas del material leproso humano procedente de pacien-
tes con distintos tipos y grupos de la enfermedad. .

Tante la clasificacién de los enfermos como la toma de las
muestras para la investigacidn fue supervisada por el Dr. J.
Convit, y tenfa lugar en las Instituciones del ramo adscritas o
la Divisién de Dermatologia Sanitaria del Ministerio ce Sanidad
y Asistencia Social en Caracas (Dispensario Central} y -Litoral {Sa-
natorio de Cabo Blanco).

Ademés, se estudiaron las particularidades bacteriolégicas de
los bacilos acidorresistentes cultivados en nuestros ensayos, con
especial énfasis en la determinacién de la virulencia y patogeni-
cidad de cada cepa aistada, para diversos animales de labo-
ratorio.
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! ESTUDIO EXPERIMENTAL

Material ¥ métodos: Se practicaron cultivos sistemdticos de
especimenes procedentes de lesiones cutdneas no abiertas de pa-
cientes hansenianos clasificados del rnodo siguiente:

Lepra lepromatosa (L.L) .. e 122 pacientes
Lepra dimorfa o borderline (L.D.) ..... 92 "
Lepra fuberculoide (LT.) ............ 36 "
Lepra indeterminada (L) .......... 12 v
Total .... 262 pacientes

El tejido para la investigacién se retird del paciente {biop-
sid) en el pabellén quirdrgico bajo esirictas condiciones asépticas,
previa desinfeccién de la superficie de la piel en el sitio de in-
tervencidén, En ninguno de los casos s¢ tomaron muestras de
lesiones abiertas,

Para los cultivos se utilizé el medio de Léwenstein - Jensen.
Se usaron para cada siembra seis medios (tubos): tres de ellos
con glicerina al 2 por cienfo, y los otros tres sin ella. Los cultivos
se observaron durante tres meses, examindndolos semanalmen-
fe. La incubacion se efectué o los 38°C - 35°C.

Las suspensiones para las siembras se prepararon del modo
siguiente: se tomé un fragmento de tejido patolégico del tama-
fio de un grano de maiz, procedente de la parte profunda del
espécimen, y se frituré en un mortero con un poco de solucién
salina isoténica estéril. Luego se traté la suspensién del tfejido
[con fines de homogeneizacién y eliminacién de la posible flora
asociada) con una solucién de NaOH al 1 por ciento, agiténdola
durante 10 minutos, centrifugdndola {durante 6 minutos a 2000
r.p.m.) y neutralizando el sedimento obtenido con HCl T/N. Al
suspender de nuevo el sedimento en varias gotas de la solucidén
de Hanks, se sembraron dos gotas de esta suspensidén para cada
tubo.

Todos los cultivos primarios obtenidos en nuestras expe-
riencias fueron llevados en pases sucesivos (repiques o subcul-
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tivos) en distinfos medios de cultivo, y su desarrollo fue estu-
diado a diversas temperaturas de incubacién: a los 30, 35 vy
40°C. S

Para los repiques se utilizaron los siguientes medios de
cultivo:

1. Ldwenstein - Jensen con glicerina (al 0,75 y 2 por ciento)

. Lowenstein - Jensen sin glicerina.

2
3. Agar nutritivo {Bacto Nutrient Agar, Difco).
4. Medio liquido segin Sula (SEVAC-Prahal.
5

. Caldo de ftriptosa: Bacto Triptosa, Difco .... 20 gramos

Glucosa v.iiviiiiiinnnn 2 "

Cloruro sédico ......... 5 "

Agua destilada ........ 1 litro

{pH final 7.0)

6. Medio liquido compuesto: KoGHPO, ... ... ... 1,8 gramos

MgSO, . 7H,O ...... 05 "
Citrato de sodio .... 09 "
Fe; {SO4); . 9H,0 .... 0,2 "
Glucosa ........... 10,0 ' ¢
Glicerina .......... 100 mililitros

Ext. de carne de Buey
(Beef Extract B.B.L) .. 4,5 gramos

Peptona

(Gelysate B.B.L.) .... 10,0 "
Agua destilada .. ... 1000 mililitros
{pH final 7.0)

Para la siembra en los pases sucssivos se utilizaron suspen-
siones bacilares de 50 x 107 de micobacterias por c.c. de suero
fisiolégico. En cada uno de los medios designados para el repique
se sembré una gota de la suspensién bacilar mencionada.

El recuento bacilar se practicé seqidn la técnica descrita por
Hanks. ‘

Los cultivos obtenidos fueron sometidos a las siguientes prue-
bas citolégicas:
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1. Reaecién de rejo-neutro segin Middlebrook y Dubos.
Formacién de cordones celulares {Cord Formation).
Prueba de la actividad cataldsica segin Middlebrook.

. Prueba de niacing segin Konno

;M A W N

Prueba de homogeneizacién bacilar segin Delgade Blanco e
Hukevich.

o

Agrupacién de las cepas segin el esquema de Runyon.

7. Inoculacién experimental en los animales de laboratorio: pe-
llos, conejos, acures, cricetos (Cricetus aurdatus o hamster) y
ratas hktancas, ‘

Para las inoculaciones de los animales de laboratorio se
utilizaron suspensiones bacilares en suero fisiolégico. Los conejos
y pollos fueron infectados por via intravenosa (Vena marginal
de la oreja, y vena del ala respectivamente), inyectandoles can-
tidades de 20 x 10° de micohacterics en 0,5 c.c. del liquido, o
por via infracutdnea con 2 x 10 de bacilos en 0,1 c.c. (pabellén
de la oreja y cresta, respe¢tivamente). Los acures recibieron por
via intraperitoneal las cantidades de 20 x 10¢ de bacilos, o por
via intracutdnea las dosis de 2 x 10° de los mismos. Las ratas
blancas y los hamsters fueron infectados por via intratesticular
con unos 10 x 10¢ de bacilos cada uno, o por via intracuténea
en el pabellén de Ja oreja con 1 a 2 x 10° de bacilos por animal.

Para las experiencias hemos utilizado animales procedentes
de nuestra cria, todos clinicamente sanos y negativos a la prue-
ba intradérmica de tuberculina (mamifera y aviaria).

En tofal fueron inoculados 261 animales de distinto sexo y
del siguiente peso: /

16 pollos de ......... 550 a 1200 gramos
17 conejos de ........ 980 " 1450 "
38 acures de ......... 245 " 450 ¢
92 hamsters de ....... 56" 95 "
98 ratas blancas de ... 180 " 620 "

A fos '3, 6 6 12 meses de infeccidn los animales fueron sa-
crificados, necropsiados y examinadas las lesiones. Se hizo, ade-
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mds, frotis por aposicién del sitio de inoculacién y del bazo de
cada animal muerto o sacrificado, preparcciones que fueron te-
Aidas por el método de Ziehl - Neelsen para la investigacién de
bacilos alcohol-4cido resistentes. Del fejido aparentemente pato-
légico se prepararan cortes histolégicos, los que fueron colorea-
dos segun Faraco - Fite y con Hematoxilina - Eosina, para su
debido examen microscépico. De cada lesidn pronunciada se hi-
zo Un cultivo en medio de Ldwenstein - Jensen.

RESULTADOS OBTENIDOS

Los resultados obtenidos mediante el cultivo del material
lepromatoso, dimorfo, indeterminado y tuberculoide son resumi-
dos en el cuadro Ne 1.

Cuadro N? 1: Micobacterias cultivadas a partir de material leproso.

Ndémero de Pacientes
Lepra pacientes con cwltivo %
examinados positive
lepromatosa 122 19 15,5
dimorfa 92 1 1,1
indeterminada 12 0 0
tuberculoide 36 1 2,8

El cuadro Ne 1 demuesira que de los 122 pacientes del gru-
po de la lepra lepromatosa, 19 proporcionaron cultivos positivos
para micobacterias (15,5 por ciento] y que, por otra parte, de
los 140 enfermos correspondientes a los tres grupos restantes se
lograren aislar micobacterias solamente en dos casos (Cepa
“315-ASL" del material tuberculoide, y Cepa ““914-NA" del ma-
terial borderline).

Morfologia: Los preparados microscdpicos de las cepas ais-
ladas (frotis tefidos por el método de Ziehl-Neelsen) revelaron
bacilos rectos o ligeramente incurvados, con extremos redendea-
dos y con el protoplasma en mayor o menor grado heterogéneo.
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Lo observacién microscdpica de aestas células er contraste
de fases (en fresco), especialmente de preparaciones proceden-
tes de cultivos primarios, hizo notoria la existencia de abundan-
tes formas con grénuics intracelulares, de ¥ a 3 en cada célula
y cuye didmeiro no rargs veces superaba el ancho del bacile
{Fotes Ne 1 y 2).

Sin embargo, las células dz la cepa 96-JC” (escotocromo-
genos) se presentaron 2n forma de cocos ualcohol-deido-resisten-
tes, tanto en el cultive primario, como 2n les repigques posteriores.

Las dimensiones bacilares oscilarcr: ente fas 0,6 y 7,8 mi-
cras de longitud, cor un promedic de 2,45 para las cepas no-
fotocromdgenas, de 2.15 para los fotocromogenas y de 3,35 para
las escotocromégenas, fluctuands su didmatre entre 0,5 v 0,6
micras, principalmente,

Foto Ne I: Aspecte microscépico dei culfivo primario de Ia cepa
24-MA en el mwedio de Liwenstein-Jensen sin glicerina. Se observa
iz abundancia de bacilos ¢on grvanulos intivcelulares. (Objetivo de
inmersién; 1600 aumentos; proyectivo 6,3: 1; contraste de fases).
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Los valores biométricos mencionados se obiuvieron median-
te apreciacién microscépica de 50 células de cada cepa, proce-
dentes de un cultivo de 6 semanas de edad en el medio de
Lowenstein-Jensen sin glicerina, fijadas al calor y coloreadas  se-
gin el método de Ziehl - Neelsen sobre el portaobijeto.

Yoto N¢ 2: Aspecto microscépico de un bacile alcohol-dcido-re-
sistente de la cepa 24-MA con granulo terminal cuyo didmetro supe-
ra el ancho del bacilo. (Objetivo de inmmersién; 2000 aumentos; pro-
yectivo 6,3: 1. Coloracién de Ziehl-Neelsen).

’

Los bacilos procedentes de cultivos primarios en el medio de
Léwenstein - Jensen se presenfaron siempre como dlcohol-dcido-
resistentes en la coloracién de Ziehl - Neelsen, no obstante, las
células provenientes de los repiques en el agar nutritivo se ca-
racterizaban por una reducida capacidad de resistir a la deco-
loracién acostumbrada con solucién alcohdlica de dcido clorhi-
drico al 2 por ciento, durante cinco minutos.

En las preparaciones de los cultivos en medios liquidos (sal-
vo en los de la cepa "'96-JC’) se observa no raras veces la exis-
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tencia de formas pleomérficas alargadas y con extremos hin-
chados.

Cultivo primario. El desarrollo de las colonias en el medio
de LSwenstein - Jensen generalmente fue tardio (disgdnico), des-
de la tercera a sexta semana de incubacién. Sin embargo, en los
medios con glicerina se observd en cinco casos un desarrollo
eugdnico.

En dos casos (Cepas: 62-RC y 140-CS) los cultivos se desa-
rrollaron en forma de colonias lisas o ligeramente granulosas,
disgénicas, con elevacién central y bordes irregulares, que en la
obscuridad casi no formaban pigmento. Al ser expuestos estos
cultivos a la luz del dia (durante 1 a 4 horas) se hizo notoria, al
dia siguiente, la aparicién de pigmento amarillo claro, que se
intensificaba durante la incubacién.

En otros 16 casos (Cepas: 46-JGN, 63-JGN, 96-JC, 136-EA,
151-RLT, 159-CM, 160-AE, 168-EGP, 170-DSG, 184-RV, 215-RR,
420-RR, 235-FG, 331-FV, 343-JC y 561-MCA] el crecimiento se
destacé por aparicién de colonias redondas, ldcidas, convexas
y de color amarillo o anaranjado que se formaba en obscuridad.
Estas colonias en casi todos los cultivos «acusaban aspecto liso
("S") y solamente en 3 casos {Cepas: 159-CM, 184-RV y 243-JC)
se registraron formas rugosas (''R").

Llas 6 cepas restantes (24-MA, 137-MA, 129-GM, 315-ASL,
399-LM y 914-NA} se caracterizaban por un desarrollo relativa-
mente lento de pequehas colonias lisas (5§ casos) o rugosas (1
caso) que a la luz continuaban incoloras o grisdceas o que adop-
taban paulatinamente tonos amarillentos.

En cuanto al tamafio de las colonias, éstas muy raras veces
superaban didmetros de 5 milimetros, pero con frecuencia con-
flufan formando una capa superficial blanda y locida ('S} o
consistente y opaca [''R"].

En el siguiente cuadro N° 2 se pueden apreciar los resultados
obtenidos en diversas pruebas citolégicas, practicadas con las
24 cepas de bacilos alcohol-4cido-resistentes, aisladas de 21 pa-
cientes leprosos.

— 120 —



Cuadro N° 2: Particularidades citolégicas (del cultivo y bioquimicas) de las 24 cepas de bacilos alcohol-
écido resistentes, aisladas a partir del tejido leproso de 21 pacientes hansenianos.

Desarrollo en L.-J. Pruebas citolégicas Grupo
Tipo Con Sin Gli- Rojo Formac. Homoge- de
NN¢ Cepa Muestra colonias Pigmento Glicerina cerina neutro cordones Catalasa Niacina neizacién Runyon

1 24-MA  L.L S - - D +— +— + - + I(}]
2 137-MA  L.L S - D D - +— + —_ + 1
3 46-JGN LL S amarillo D D — — + - + 1
4 63-JGN LL. S amarillo D D — — + - + i1
5 62-RC L.L S amarillo D — — — + — + !
6 96-JC L.L. S anaranjado D D — — + -~ — ) H
7 129-GM  L.L S - — D — +— + - + 1
8 136-EA LL S anaranjado D D — — + — + i
9 140-CS L.L S amarillo D D — — -+ — -+ !
10 151-RLT  L.L S amarillo — D - - + - + I
11 159-CM  L.L R amarillo E D - - + - + ]
12 160-AE L.L. S anaranjodo D D — — + — + I
13 168-EGP L.L. S amarillo — D — — + - + i
14 170-DSG L.L S amarillo D - - - + — + {1
15 184-RV L.L SR amarillo E D - — + — + i1
16 215-RR L.L S andaranjado  — D — — + - + il
17 420-RR L.L S anaranjade D D - - + — + ]
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Del cuadro N 2 se desprende que las cepas estudiadas por
nosotros se pueden agrupar como sigue:

Grupo | de Runyon (micobacterias fotocromdgenas): 2 cepas
(NNe 5 y 9. Grupo Il de Runyon [micobacterias escotocromége-
nas): 16 cepas (NN¢ 3, 4, 6, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
20, 21 y 23).

Grupo Il de Runyon (micobacterias no-fotocromégenas): 6
cepas (NNe 1, 2, 7, 19, 22 y 24),

Grupo IV de Runyon [micobacterias cle crecimiento rdpido):
ninguna cepd.

Nota: Las cepas NN? 1 y 2 fueron aisladas de la misma per-
sonda {M.A.) pero en distintos lapsos de tiempo; la misma aclara-
toria vale para las cepas NN¢ 3 y 4 [paciente J.G.N.), y 16 y 17
(paciente R.R.).

El cultivo en el medio de Lowenstein-Jensen sin glicetina re-
sulté positivo para bagilos alcohol-4cido-resistentes en 21 casos
(Cepas NN° 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17,
18, 19, 21, 22, 23 y 24). En el medio con glicerina al 2 por cien-
to el desarrollo bacilar fue observado solamente en 17 oportuni-
dades (Cepas NN° 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 11, 12, 14, 15, 17, 19, 20,
21, 22 y 24).

Las cepas estudiadas, con excepcién de una sola (Cepa N2 6
- "96-JC") homogeneizaron con facilidad en la prueba correspon-
diente. Ninguna de ellas ha fijado el rojo neutro, ni producia la
niacina en cantidades apreciables. Todas las  cepas acusaban
marcada actividad endégena para la catalasa. Cuatro cepas per-
tenecientes al Grupo Il de Runyon [NN¢ 1, 2, 7 y 24) se carac-
terizaban por una leve inclinacién a formar cordones bacilares,
particularidad de la cual carecian pot completo las restantes ce-
pas investigadas.

Subcultivos: Durante dos afios consecutivos hemos seguido los
pases sucesivos de las 24 cepas mencionadas en los medios de
Léwenstein-Jensen con glicerina y sin ella, haciendo repiques ca-
da ocho o veinte semanas.

Ya desde el primer pase la mayoria de las cepas maostraron
uUn mejor crecimiento en los medios con glicerina. El tiempo de
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su desarrollo se acorté notablemente en el iranscurso de los pases
y el aspecto de las cepas del Grupo llf de Runyon cambié en el
sentido de que las colonias grisGceas adquirieron con el tiempo
una ligera pigmentacién amarillenta.

Los resultados referentes al desarrollo de los subcultivos en
distintos medios y a diferentes temperaturcs, los expresamos en
el cuadro N¢ 3.

El cuadro N¢ 3 demuestra que el crecimiento de las bacterias
en cuestidbn depende poderosamente de la temperatura de incu-
bacién y de la clase del medio de cultivo empleado. Todas las
cepas ensdyadas se desdrrollaron bien a las temperaturas de 30
a 35%C en los medios de Léwenstein-lensen, liquido compuesto y
Caldo de Triptosa, siendo su desarrollo en el Agar nutritivo y en
liquido de Sula muy discreto, comparativamente,

Al mismo tiempo, a los 40°C no se observé proliferacién
apreciable en ninguno de los casos ensaycdos.

Como medios mds aptos para nuestros subcultivos resultaron
los siguientes: .

1° Liquido compuesto (ver su composicién en el capitulo sobre
material y métodos).

A las tres semanas de incubacién a la temperatura de 30°C
todos los subcultivos correspondientes a [as cepas del grupo lli
de Runyon (24-MA, 129-GM y 914-NA) se destacaron por la pre-
sencia de un sedimento mds o menos abundante, de aspecto fino,
pulverulento y de color gris claro {a veces ligeramente amarillen-
to), que se remueve con facilidad al sacudir los tubos de ensayo.
Los subcultivos de las cepas de los grupos 11 [63-JGN, 420-RR vy
561-MCA) y | [140-CS) se caracterizan por la presencia de un velo
flotante, fragil e incompleto, y por lo coloracién amarilla o ana-
ranjada del sedimento.

A los 35°C el crecimiento es semejante al descrito; a los 40°C
el desarrolio es casi nulo.

2° Ldwenstein-Jensen con glicerina al 0,75 por ciento.

A los 30°C el desarrollo se manifiesta en forma de colonias
ya descritas o en la superficie del medio de cultivo aparece una
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Cuadro N° 3: El desarrollo de las micobacterias aisladas de leprosos, en distintos medios de cultivo y a diferentes

Grupo Crecimiento
de )

Cepa Runyon Ldwenstein - Jensen Sula

30°C  35°C  40°C 30°C 35°C

24-MA 1T ++ + - 4= 4=

129-GM Il ++ -+ - + +—

914-NA Il ++ ++ +—= = +—
63-JGN Il +++ +++ +-— +  +
420-RR I ++ ++4+ +—= + ~+
561-MCA 1 ++  +4+ 41—+ +
140-CS | + + ++ —_ + +

semandas

Cdldo de Triptosa

temperaturas

a las 3
40°C 30°C 35°C
~ ++ 4+
— +4+ 44+
— + + +
+— ++ ++
+— 4+ ++
— + ++
+— 44+ +

Descripcidn de los signos (Cuadro N¢ 3):

no hay crecimienio

4+ — = vestigios del crecimiento
+ = escaso crecimiento
++ = buen crecimiento

)
+ ++ = exuberante crecimiento.

40°C

de

incubacién

Liquido Compuesto

30°C

++
++
++
+++
++
++
++

35°C

++
++
++
++
+++
++
++

40°C

+_
+_
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+
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Foto N* &: El cultivo primario de la copa 914-NA en
el medio de Lowenstein-Jensen sin: glicering a los 60
dias de incubazeién a la temiperatura de 33*C. Se mnota
la aparicién de un pigmenio amariilento, tardio y no
muy pronunciado.
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Foto Ne 4: Fl desarrollo de Jos subcultives de las cepas 24i-MA,
914-NA, 420-BR, y 140-08, en ei medic de [dwenstein-Jensen a las
3 semianas y & los 30. 55 y 40°C de incubacion. Se nota la ausencia
del crecimiento @ los 49°C.



Foto N¢ 8: El cultivo primario de la cepa 914-NA en
¢l medio de Lowenstein-Jensem sin glicerina a los 60
dfas de jnenbucién a Ia temperatura de $3*C. Se nota
ia aparicifn de un pigmento amarillente, tardfo ¥y no
muy pronundiado.



Foto N* 4: El desarrollo de los subcultivos de las ccpas 24-MA,
914-NA, 420-RR, y 140-CS, en el medio de Lowenstein-Jensen a las
3 semanas y a los 30, 35 y 40°C de incubacion. Se nota la ausencia
del crecimiento a los 40°C.



capa de aspecto cremoso, en algunos casos muy delgada, en
otros gruesa y constituida por acimulos de masas bacilares cro-
mégenas.

A los 35°C la proliferacién bacilar es muy semejante a la
descrita, sin embargo, un poco més retardeda. A los 40°C el cre-
cimiento es muy reducido y retardado o ausente.

Poder patégeno,

En el siguiente cuadro N° 4 pueden verse los resultados ob-
tenidos en las experiencias de inoculacién en diferentes especies
animales.

En el cuadro N° 4 se puede observar que solamente la rata
blanca y en menor grado el hamster dorado sirio resultaron sus-
ceptibles a la infeccién experimental; los pollos, conejos y acures
se mostraron practicamente refractarios.

Las cepas catdlogadas como pertenecientes al grupo I de
Runyon, con excepcién de una sola (129GM) se revelaron como las
de mayor poder patégenoc, provocando casi en todos Jos casos de-
inoculacién nddulos baciliferos de evolucién lenta y progresiva en
las orejas de los hamsters, y lesiones testiculares en ratas blan-
cas.

En el hamster la lesién inicial en la oreja {sitio de inocula-
cidn) comenzaba aparentemente enire el segundo y cuarto mes
de infeccién, en forma de un pequefio nodulillo que se .desarro-
llaba lentamente hasta el tamafio de un grano de maiz, o en al-
gunos casos se diseminaba en forma difusa por toda la oreja.

Las preparaciones microscdpicas (frotis por aposicién colo-
readas segUn Ziehl-Neelsen] mostraron la presencia de bacilos
dlcohol-4cido-resistentes, aislados o en grupos. En el corte his-
tolégico feRido con eosina-hematoxilina se observé un dranuloma
histiocitario, compacto, que ocupaba la mayor parte del dermo,
dejondo una bandao sub-basal de coldgeno intacta. (Ver fotos N
3, 4, y 5).

Las lesiones mds acentuadas fueron observadas en el testicu-
lo de la rata blanca. A partir del cuarto o quinto mes de la ino-
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Cuadro N° 4: Poder patégeno de las 22 cepas de micobacterias cultivadas a partir de pacientes leprosos.

Grupo
de Pollo Conejo Acure Hamster Rata

NN°¢  Cepa Runyon iwv. id. v, id. i.p. id. i.t. i.d. i.t, id.

1 62RC i - - - - — - — - _ _

2 140CS | — — — — — — + — +—

3 46JGN - - = = +— - - o+ + -

4 96JC I - _ — - 1 - -

5 136EA i — - _ _

6 151RLT I — _ 11— -

7 159CM i - = _ — _ - + 4 -

8 160AE i — — — — — — — —

9 163EGP ii _ — — -
10 170DSG ] — — — —
11 184RV I - G- _ _
12 215RR I — — — —
13 235FG I — 4 . _
14 331FV 1 — — — — — — -
15 343JG ]l — — - — — — — + — — -
16 561 MGA i — —_ _ —
17 24MA 1 — — - + - +— — + ++ ++ +
18 137MA il + ++ +4+  +-

e e rrmrr———



19 129GM B

20 315ASL i - -
21 399LM I
22 914NA Hi +{? -

i.v.
i.d.
i.p.
i.f.
+ —
-+ =

EEEER

Descripcidn de los signos {Cuadro N2 4}:

inoculacién intravenosa
intradérmica
intraperitoneal
intratesticular
sin lesiones macroscépicas
lesién reversible, leve
lesién progresiva, leve

+ + = lesidn progresiva, extensa

—[—7_
-
+

++

+_
++
+
++

+ —
++  +
++  +-
++ -




culacién el testiculo murino, en la mayoria de los casos, se pre-
sentaba aumentado de tamafio; al corte se observaron pequefias
cavernas llenas de masas de aspecto caseoso. En casos excepcio-
nales el testiculo mostraba una marcada reduccién del tamarfio
normal, atréfico, y con sustancias calcificadas en su interior. Mi-
croscdpicamente se observaba una gran cantidad de bacilos al-

i

Foto N* 5: Aspecto del n6dulo en la oreja de un hams-
ter, a 10 meses de la inoculacién intradérmica de micobacte-
rias de la cepa 914-NA.
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cohol-&cido-resistentes, esparcidos en el tejido o situados en acd-
mulos parecidos o globis, En cortes histolégicos se revelaba un
granuloma histiocitario con vacuolizacién celular, con focos epite-
lioides esparcidos y algunas células gigantes del tipo de cuerpo
extrafo, En la mayor parte de las preparaciones microscépicas se
destacaron extensas dreas de necrosis y formacién de abscesos.
(Ver fotos N2 6, 7 y 8).

En la mayoria de los casos referidos fue posible recuperar
los bacilos inoculados mediante cultivos practicados con el ma-
terial tomado de la lesién experimental.

En cuanto al poder patégeno de las 16 cepas escotocromé-
genas (Grupo Il de Runyon), la mitad de éstas resultaron no pa-
tbgenas para todos los animales de la prueba; sin embarge, las
8 restantes (46HGN, 96JC, 136EA, 151RLT, 159CM, 184RV, 235FG
y 343JG) causaban en ratas blancas y hamsters lesiones seme-
jantes a las descritas, aunque de aspecto mucho menos severo
y de menor extensién.

las dos cepas fotocromébgenas (Grupo 1 de Runyon), apenas
causaron la aparicién de modestos nodulillos en las orejas de los
hamsters y ratas inoculadas,

COMENTARIOS

El hecho de haber aistado bacierias alcohol-acido-resistentes
casi exclusivamente del material cutdneo de los pacientes con
lepra lepromatosa, nos lleva a suponer que el tejido lepromatose,
probablemente durante el periodo redccional, representa un terre-
no relativamente favorable para el desarrollo de micobacterias
cultivables en medios artificicles,

La hipdtesis de que entre los millones y miliones de bacilos
desarrollados en el tejido lepromatoso siempre pueden existir mu-
tantes genéticos cultivables, podria quizés explicar los resultados
obtenidos en nuestro trabajo.

Por otra parte, la transformacién del My. leprae ya fue se-
ficlada por Imaeda y colaboradores, por cuanto los bacilos pro-
venientes de la lepra borderline forman un contraste neto con los
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Foto N¢ 6: Aspecto microseopico de abundantes micobacterias en
el frotis por aposicion de un nédulo de la oreja de hamster, a los 7
meses de inoculacién (cepa 914-NA). (Objetivo de inmersion, 1000
aumentos. Coloracion de Ziehl-Neelsen).



de la lepra lepromatosa, como puede ser observado con el mi-
croscopio electrénico.

Aunque las cepas cultivadas por nosotros han permitido reu-
nirlas en diferentes grupos de Runyon, y a pesar de que sola-
mente las del grupo Il acusaban un definido y pronunciado po-
der patégeno para los hamsters y especialmente para las ratas
blancas, todas ellas se podian reunir por una serie de particula-
ridades bacteriolégicas que posefan en comin. Llamé asi la aten-
cién el hecho de que, el desarrollo artificial de todas ellas se
efectuaba solamente a temperaturas relativamente bajas, es de-
cir, dlrededor de los 30 a 35°C.

Foto Ne¢ 7: Granuloma histiocitario en la oreja del hamster a los
8 meses de inoculacién con micobacterias de la cepa 914-NA. (Hema-
toxilina-eqsina. 400 aumentos),

La inocuidad de nuestras cepas para los pollos excluye su
pertenencia al verdadero My. avium; sus caracteristicas del cultivo
y la no patogenicidad para los conejos y dcures, las diferencian
del My. bovis, y por ¢ltimo, su incapacidad de producir lesiones
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Foto N¢ 8: Testiculo murino en seceién longitu-
dinal a los 6 meses de inoculacién con micobacterias
de la cepa 24-MA. Se observan mfltiples cavernas
llenas de masas de aspecto caseoso.



Foto N* 9: Aspecto microscépico de micobacterias acumuladas en
masas en el frotis de pus tfesticular murino, a los 6 meses de inocula-
cién (cepa 24-MA). (Objetivo de inmersién, 1000 aumentos. Colora-
cion de Ziehl-Neelsen).



Foto No 10: Focos epitelioides e infiltracién linfocitaria com ex-
tensa drea de ‘mecrosis en el testiculo de raia blanca, a los 6 nreses
de inoculacién con micobacterias de la Cepa 24-MA. (Hematoxilina-
cosina, 160 aumentos). -

especificas en el acure, sus particularidades citoquimicas y las del
cultivo, las diferencian del My. tuberculosis.

El crecimiento tardio de los cultivos primarios, como también
su definida infecciosidad para las ratas y hamsters, especialmen-
te de los bacilos pertenecientes al grupo Il de Runyon, nos per-
miten separarlos de las micobacterias sapréfitas.

En cuanto a la interrogante de que si las micobacterias cul-
tivadas por nosotros personifican el verdadero agente de la lepra,
aungue en alguna de sus posibles formas o fases de transforma-
cidén biolégica o de una mutacién genética cultivable, todavia no
lo podemos contestar con certeza,

Sin embargo, las observaciones descritas en el presente tra-
bajo, nos inclinan a suponer que hemos podido aislar un microor-
ganismo cuya accién patdégena se relaciona con el proceso mor-
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boso de la lepra, en virtud de la especificidad de las lesiones ex-
perimeniales, y cuya identidad se revelard en futuros trabajos
basados en deferminacién de sus particularidades antigénicas en
el hombre. '

RESUMEN

Se practicé el cultivo sistemdtico del rnaterial procedente de
lesiones leprosas no abiertas de 262 pacientes hansenianos, en el
medio de Ldwenstein-Jensen con glicerina al dos por ciento y sin
ella, y a una temperatura de incubdcién de 33 a 35°C.

De los 122 pacientes del grupo lepromatoso (L.L.), 19 pa-
cientes proporciondron cultives positivos para bacilos alcohol-4ci-
do-resistentes (15,5%).

Por otra parte, de los 92 enfermos borderline [L.D.}, y de
los 36 tuberculoides (L.T.}, se obtuvo un solo cultivo positive en
cadda grupo mencionado.

Los 12 pacientes indeterminados (L.l}, resultaron fodos nega-.
tivos para los bacilos en cuestién.

En total fueron aisladas 24 cepas correspondientes a 21 pa-
cientes hansenianos. Dichas cepas se podian agrupar en la forma
siguiente:

Grupo | de Runyon 2 cepas
Grupo Il de Runyon 16 cepas
Grupo Il de Runyon 5 cepas
Grupo IV de Runyon ningunad.

Se describen las particularidades bacteriolégicas de las ce-
pas primarias y de sus repiques o subcultivos ilevados durante
dos afios en diferentes medios de cullivo,

La temperatura 6ptima de su desarrollo oscilaba alrededor
de 30°C, y la de inhibicién no superaba unos 40¢C,

El poder patégeno de estas cepus fue estudiado en pollos,
conejos, acures, hamsters y ratas blancas.

Las cepas catalogadas como pertenecientes al grupo (Il de
Runyon, con excepcidén de una sola, se revelaron como las de ma-
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yor poder patégeno, provocandlo en el sitio de inoculacién nédu-
los baciliferos de evolucién. lenta, sin embargo, solamente en
hamsters y ratas blancas. Las lesiones mds acentuadas fueron re-
gistradas en el testiculo murino donde a partir del cuarto o quin-
to mes de inoculacién se observaban pequefas cavernas llenas de
masas de aspecto caseoso. En cortes histolégicos se observaba un
granuloma histiocitario con vacuolizacidén celular, focos epitelioi-
des esparcidos, algunas células gigantes del tipo de cuerpo ex-
trafo, y éreas de necrosis de mayor o menor extensién.

En el hamster fue notorio un granuloma histiocitario com-
pacto, que ocupaba la mayor parte del dermo, dejando banda
sub-basal de coldgeno intacta.

Sélo 8 de las 16 cepas del grupo Il de Runyon causaban en
ratas y hamsters lesiones semejantes a las descritas, aunque de
mucho menor extensién.

Las dos cepas fotocromdgenas [(grupe | de Runyon) apenas
determinaban nodulillos en las orejas de los hamsters y ratas ino-
culados.

Los pollos, acures y conejos resultaron practicamente refrac-
tarios a la inoculacién mencionada.

Se supone que la accidn patdégena del microorganismo ais-
lado de lesiones leprosas humanas estd relacionada con el proce-
so morboso de la lepra, cuya identidad se revelard en futuros
trabajos basados en el estudio de sus particularidades antigéni-
cas,

SUMMARY

A systematic culture of material obtained from closed lepro-
matous lesions (from 262 patients) was done in the Ldwenstein-
Jensen medium (without glycerine and with it at 2%) at 33°C
fo 35°C of incubation.

Out of 122 patients of the lepromatous group (LL), 19 pa-
tients yield positive cultures for alcohol-acid-resistant  bacilli

(15,5%).
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On the other hand, out of the 92 borderline patients (D.L.),
and 36 tuberculoid patients (T.L.), only one positive culture was
obtained in each of the mentioned groups.

The 12 patients of the indeterminate group (l.L] all yield
negative results.

On the whole, 24 strains were isolated from 21 leprosy
patients. These sirains were grouped as follows:

Runyon's Group | . . . 2 strains
Runyon's Group I . . . 16 strains
Runyon’s Group Mt . . . & strdins
Runyon's Group IV . . ., none.

Bacteriologic peculiarities of the primary strains are descri-
bed, and also of the corresponding re-cultures performed over
two consecutive years in different culiure media.

The optimum temperature for its growth was about 30°C.
and that of the inhibition was not above 40°C.

The pathogenic strength of .these strains was studied in
chickens, rabbits, guinea pigs, hamsters and white rats.

The strains classified as belonging 1o Runyon's Group I
[nonphotocromogenic), with the exception of one, showed the
highest pathogenic strength, promoting at the inoculation site
bacillipherous nodules of a slow and progressive evolution, only,
however, in hamsters and white rafs, The most accentuated le-
sions were found in the murine testicle, where small cavernous
lesions filled with a caseous-looking material developed from the
fourth to the fifth month after inoculation. Histological sections
demonstrated a histiocytic granvloma with cellular vacuelization,
scattered epithellioid focci, some giant cells of the foreing body
fype and areas of necrosis.

in the hamster the lesion was that of a compact histiocytic
granuloma that took most of the dermis, leaving infact a sub-
basal collagen band.

Only 8 out of the 16 strains of Runyon's Group Il caused
similar lesions to those described in rats and hamsters, although
of a considerably minor extension.
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The two photochromogenic strains [Runyon's Group 1) only
produced tiny nodules in the ears of the inoculated hamsters
and rats.

The chickens, guinea-pigs and rabbits resulted practically
resistant to the inoculation.

It is supposed that the pathogenic action of the microorga-
nism isolated from the human leprosy lesions, is related to the
morbid process of leprosy and its identity will be revealed in
future works based on the study of its antigenic characteristics.
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