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Se hicieron estudios seroldgicos en 94 casos de lepra pertene-
cientes a las diferentes variedades, utilizando como antigeno el
polisacérido de grupo PolyINB obtenido de cultivos de N brasi-
liensis. Mediante la técnica de doble difusién y precipitacién en
agar se obtuvieron resultados positivos en el 6.6% de los casos,
mientras que siguiendo ¢l método de cromatogrifico en papel
la positividad alcanzé al 47.9%. Los sueros de 69 sujetos sanos
dieron reaccién negativa. La cuantificacién de anticuerpos mos-
tré tendencia a concentraciones mayores en los casos lepromato
sos en comparacién con los tuberculoides, pero la diferencia de
promedios entre ambos grupos no es estadisticamente significa-
tiva. Los sueros de enfermos con tuberculosis pulmonar y con
nocardiasis dieron también reacciones positivas. En los casos de
muestras de sangre tomada durante la reaccién leprosa se obser-
vé una tendencia a menor positividad, pero el nimero de casos
observados en ese aspecto no permite por el momento afirmacio-
nes concluyentes. Fn los casos curados se observd la negativiza-
cién de la reaccién de precipitacién. El anticuerpo responsabie
de la reaccién positiva es sensible al 2-mercaptoetancl ¥ perte-
nece, por lo tanto, al grupo de las inmuncglobulinas pesadas
(IgM). (Gac. Mep. Mix. 98: 656, 1968)

EKISTEN numercsos estudios serolégi-

cos en relacién con la lepra, la ma-
yor parte de los cuales parten de la
téenica de hemaglutinacién empleando
glébulos sensibilizados con tuberculina,
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segin  Middlebrook y Dubost 2 Los
resultados al respecto han sido cons-
tantes en lo tocante al significado de
titulos desde el 1 X 86el 1 x 16,3 45
uniformes en lo referente a la indepen-
dencia de la positividad y el tipo de
lepra?, en la tendencia de los autores a
verificar un titulo mas elevado en los
pacientes lepromatososé 7+ 8 y su dismi-
nucién en los leprosos tratados.3: 5



Estubios

Fukuda,? sin embargo, insiste en el
mejor poder sensibilizante de la frac-
cién carbohidrato de Mycobacterium
tuberculosis en comparacién con la pro-
teica e insiste en la falta de correlacién
entre la situacién clinica y el titulo de
aglutinacién,

Posteriormente a los anteriores auto-
res Bojalil y Zamora,10 utilizando la
técnica de doble difusién en agar y par-
tiendo de fracciones polisacarido de
Nocardia brasiliensis, obtienen Pprecipi-
tacién con dos sueros de enfermos le-
promatosos. Los trabajos de los ante-
riores autores y el de Zamora y cols.11
permiten distinguir dos clases de poli-
sacaridos inmunelégicamente  activos
de N. brasiliensis, uno de grupo deno-
minado PolyINb ¥ que da reaccién
cruzada con Nocardia asteroides ¥ con
algunas micobacterias y otro, llamado

EN LEPRA 657
cadena principal de galactosa unida en
1,3 y arabinosa unida en 12 6 en 1,3
0 en ambas y en proporcién de uno a
uno y residuos no reductores de arabo.
furanosa. Fs posible que PolyINb sea
idéntico al polisacarido lamado AS-
Alfa, recientemente obtenido del medio
de cultivo de M. tuberculosis por Ya-
mamura y col.14

Una vez que se dispuso de antigeno
pure PolyINb, sabiendo sus caracterfs-
ticas quimicas y conociendo su presen-
cia en el tejida lepromatoso, se decidis
Su ensayo con el suero de enfermos le-
prosos, tuberculosos y con micetoma,
asunto que es el motivo del presente
trabajo.

M#ropos

El PolyINb se preparé a partir de

PolyIT Nb propio de la especie (Ta-  un cultive de tres semanas en medio
bla 1). de Youmans y Karlson de N. brasilien-
Tapra 1

IDENTIFICACION DT, POLYINb EN NOCARDIA Y MYCOBACTERIUM

Germen PolyINb
Nocardia brasiliensic +
Nocardia asteroides +
M. tuberculosis +
M. lepraemurium +
M. leprae o

Con Estrada-Parra, Calderén, Sala-
zar-Mallén y Amezcual? han demos-
trado que PolyINb existe en el tejide
lepromatoso rico en Mycobacterium
leprae, tocando a Estrada-Parra y col.13
su caracterizacién quimica, definida co-
mo la de un polimero formado por una

Otros polis
8i, PolyIINb

Si, PolylINa
?

Autor

Zamora y col.,, 1963 vy Gonza-
lez Ochoa ¥ col., 1952

Zamora y col, 1963

Estrada Parra, 1965 y Calde-
tén y col., 1965

Calderén, 1965

Estrada Parra, Calderén, Sala-
zar M. y Amezcua, 1966

5i

sts, siguiendo con modificaciones de
interés secundario, el procedimiento
recomendado por Zamora y cols: 11 Jos
cuerpos microbianos se desgrasaron con
alcohol-acetona durante 3 a 4 semanas,
se secaron al vaclo y se molieron con
granalla de vidrio con una cantidad
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minima de cloruro de potasio 3M, se-
parando el sobrenadante de los restos
celulares mediante centrifugacién en
frio.

Al sobrenadante se le agregaron 10
volimenes de metanol a 4°C., se le
dejd en el refrigerador 24 horas y se
le centrifugd, recogiéndose el sedimen-
to y secandolo al vacio.

El precipitado se disolvié en solucién
reguladora de fosfatos 0.02 M y a un
pH de 7.2, dializindolo contra agua
corriente durante 72 horas, procedién-
dose a una nueva precipitacién con
metanol y agregando acetato de sodio
para tener una concentracién final del
3%.

A las 24 horas de permanencia en el
refrigerador se obtuvo nuevo precipi-
tado que se disolvié en 100 ml. de so-
lucién reguladora de carbonatos (.02
M., con pH de 9 a 10. Mediante cen-
trifugacién se separd el precipitado
conteniendo el PolyIl, y con el sobrena-
dante, portador del Polyl se procedi6 a
la desproteinizacién con un volumen
igual de la mezcla de cloroformo-buta-
nol 9 X 1, agitada fuertemente y deja-
da en la noche en el refrigerador.

Se recogi6 la fase acuosa repitién-
dose la desproteinizacién hasta eliminar
las proteinas y precipitando el Polyl
con nueve vollimenes de metanol a 4°
C., conteniendo un volumen de acetato
de sodio al 30%, neutralizando con
acido acético.

Después de hacerla permanecer en
el refrigerador por toda la noche, se
obtuvo mediante precipitacién un sedi-
mento que se lavd con metanol 3 6 4
veces, disolviéndolo en agua a pH de
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8, dializandolo contra agua destilada
durante 48 horas, liofilizindolo y pe-
sando el polvo, cuya estandarizacion
quimica se hizo con reactivo de fenol.

Los sueros de enfermos leprosos se
obtuvieron, en su mayoria, al través de
la “Campafia de Control de Enferme-
dades Crénicas de la Piel”, cuyos le-
prélogos hicieron el diagnéstico. Las
conservaron congeladas
hasta su empleo y se les utilizé sin in-
activar.

muestras se

Los sueros de enfermos tuberculosos
pertenecieron a pacientes de la Unidad
de Neumologia del Centro Médico Na-
cional, tratindose en todos los casos de
pacientes con tuberculosis pulmonar.

Los sueros de enfermos con nocar-
diasis nos fueron proporcionados por el
Dr. A. Gonzélez Ochoa y correspondié
a enfermos infectados con N. brasilien-
sis sometidos o no al tratamiento qui-
mioterdpico.

Los sueros de
obtuvieron de personas clinicamente
conocidas y sin tomar en cuenta, ade-
mas del estado de salud, otros datos,
cémo podrian haber sido la tuberculi-
norreaccién, la leprominorreaccion, etc.

individuos sanos se

La reaccién de precipitacién en agar
se hizo siguiendo ¢l método de Ouch-
terlonyl3 con una concentracién de Po-
lyINb de 500 microgramos,/ml. y a pt
de 6.2. Los sueros se utilizaron sin di-
luir, las cajas se dejaron 48 horas a la
temperatura ambiente y después 24 ho-
ras en el refrigerador.

La técnica cuantitativa de precipita-
cién en papel se hizo de acuerdo con
¢l método cromatografico descrito en
1950 por Ruiz-Castafieda,16 a saber:
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1. Se pusieron en contacto 0.2 ml
de suero con un volumen igual de an-
tigeno (PolyINb) conteniendo 500 mi-
crogramos/ml. disueltos en solucién sa-
hina.

2. La mezcla se incubd durante 60/
a 37°C., dejindola después y durante
la noche en el refrigerador.

3. Se tomaron 0.2 ml. de esta mez-
cla, colocandolos en el extremo de una
tira de papel Whatman Nam. 1, de 3
cm. % 26 cm.

4. Una vez abserbido el liquido por
el papel, se colocé éste dltimo en posi-
cién vertical en la cdmara de cromato-
grafia, dejando su extremo sin mezcla
sumergido en la cubeta con solucién
amortiguadora de barbituratos pH 8.6
y con 7.5 g/lt. de clorure de sodio.

5. Se dejé descender la solucién du-
rante 24 horas y las tiras todavia h-
medas se sumergieron en un baho con
“Amido Black 10B”, con una concen-
tracién de 0.29 gramos por litro de la
mezcla de etanol-icido acético glacial
9 x 1. La tincién se produjo a los 20",

6. Se procedié a la decoloracién de
las tiras, pasandolas 2 6 3 veces por un
bafio de la mezcla acido acético glacial
100 ml. y fenol liquido 40 ml. con agua
destilada para completar 1 It

7. Se secaron las tiras de papel en
el horno y a 120°C.

8. Se recortd el drea de la mancha.

9. Se eluyd el colorante durante 24
horas v en el refrigerador, en 6 ml. de
una solucién de NaOH 0.2 N.

10. La lectura de nitrogeno se hizo
en espectrofotémetro Zeiss, en la banda
de 595 mu, expresindose en meg. de
anticuerpo, en comparacién con la lec-
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tura de un testigo montado con cada
muestra del suero sin PolyINb.

Para distinguir el
(IgG) o pesado (IgM) de los anticuer-
pos precipitantes, un nimero limitado
de sueros pertenecientes a las dos va-
riedades de lepra, y que habian dado
precipitacién se trataron de acuerdo
con Ishisaka y cols.,17 como sigue:

caracter ligero

1. Se mezclé una alicuota del sue-
ro con un volumen igual de 2 mercap-
toetanol 0.1 M., dejindose la mezcla
2 horas a la temperatura ambiente y
durante la noche en el refrigerador.

2. El complejo se dializé6 durante
48 horas contra solucién salina, en el
refrigerador y agitandolo con un agita-
dor magnético.

3. Se procedié al ensayo cromato-
erifico del suero sometido al 2-mercap-
toetanol, empleando como testigo el
mismo suero no sometido a tratamiento
con el dltimo reactivo.

REesuLTADOS

La reaccién de precipitacién en agar
solo resulté positiva en seis de los 96
leprosos, todos los cuales correspondie-
ron a la variedad lepromatosa. Los sue-
ros de los individuos sanos no dieron
banda de precipitacién.

La cuantificacion mediante la cro-
matografia en papel dio los resultados
que pueden advertirse en la tabla 2. El
47.89 de las muestras obtenidas de en-
fermos leprosos dio cantidades de anti-
cuerpo por encima de 5 mcg/ml., va-
lores que fueron considerados positivos
ya que los sueros de los 69 individuos
sanos dieron cifras de nitrégeno infe-
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Tapra 2
INMUNOPRECIPITACION CON SUEROS DE LEPROSOS

En agar En papel Total
# — + s
Lepromatosos 6 65 35 6 71
Tuberculoides 0 13 6 7 13
Dimorfos 0 0 1 [t} 1
Indeterminados 1] a 3 6 g
Sanos 0 0 0 a 69
riores, haciendo un promedio menor Tanra 4

que el de 1 meg/ml. de N por ml
Los resultados de la reaccién cuan-
titativa pueden verse en la Tabla 3,
siendo de notar el promedio mis ele-
vado de anticuerpo (17.0 meg/ml) en
los lepromatosos, én comparacién con
10.6 para los tuberculoides, pero sin
que la diferencia entre ambos grupos
resultara estadisticamente significativa.

Tasra 3

CANTIDAD DE ANTICUERPOS (EN N)
EN LOS SUEROS POSITIVOS

Niim.

Variedad de lepra  megr N/ml.  de casos
Lepromatosa 17.0 = 11 35
Tuberculoide 106 = 7.4 A
Indeterminada 12.6 3
Dimorfa 11.0 1

Los resultados en lo tocante a res-
puesta de anticuerpo y reaccién leprosa
en los enfermos lepromatosos se expresa
en la Tabla 4. Nétese la tendencia a
mas reacciones negativas en este grupo,
aunque en los tres casos positivos la
cantidad de anticuerpo no fue diferente
de la obtenida como promedio en los
«demés casos. En dos casos con reaccién
positiva y al obtenerse la curacién bac-
teriolégica y clinica tras el tratamiento
quimioterapico, desaparecié el anticuer-
po para el Poly INb.

CANTIDAD PROMEDIO DE ANTI-
CUERPOS EN LA REAGCION
LEPROSA E INFLUENCIA
DEL TRATAMIENTO

Promedio
en megr.
+ N/ml. — Nim.
L. en reaccién 3 16.0 7 10
L. manchada 1 11 1 2
(Lucio)
Clurados 0 2 2

Seis sueros de enfermos leprosos con
reaccién positiva y correspondiendo la
mitad respectivamente a las variedades
lepromatosa y tuberculoide fueron so-
metidos al tratamiento con 2-mercapto-
ctanol, observindose disminucién del
titulo de precipitacién, suceso que apun-
ta hacia la presencia en una y en otra
variedad del mismo tipo de anticuer-
po, perteneciente a la clase IgM, cuya
cstructura cuaternaria y comportamien-
to afecta el precipitado reactivo.

En contraste con el caso de la lepra,
en fin, los sueros de enfermos con tu-
berculosis pulmonar y con nocardiasis
por N. brasiliensis, como puede verse
en la Tabla 5, dieron usando la técnica
en el papel una menor proporcién de
positividad mostrande, asimismo, un
més bajo nivel de anticuerpo.
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Tapra 5

CANTIDAD PROMEDIO DE ANTI-

CUERPOS EN LA TUBERCULOSIS

PULMONAR Y EN CASOS DE NO-
CARDIASIS (N. brasiliensis)

Prome-
+ dio — Nuam.
Tuberculosis pulmonar 4 10.7 14 18
Nocardiasis 5 1963 6
Discusion

Mediante el método de hemagluti-
nacién, segiin Middlebrock y Dubos,
méis o menos modificado, diversos au-
tores han obtenido mayores titulos de
hemaglutinacién con los sueros de en-
fermos leprosos en comparacién con los
normales, fenémeno comparable al en-
contrado por nosotres cmpleando el
antigeno PolyINb, siguiendo la técnica
cromatogrifica de Ruiz-Castanieda, y
determinando el nitrogeno proteico del
precipitado fijado en el papel, pero a
diferencia de los estudios hechos pre-
viamente, en el presente estudio se par-
ti6 de un antigeno purificado y quimi-
camente definido y que por no tener
nitrégeno en su molécula permitié la
cuantificacién del anticuerpo, circuns-
tancias que favorecerdn la obtencién
por parte de otros investigadores, de
resultados comparables con los nuestros,
tanto en lo cualitativo (reaccién posi-
tiva o negativa) come en lo cuanti-
tativo.

En lo tocante a la especificidad de
la técnica seguida, es de advertir que
por utilizar un antigeno de grupo y
como se esperaba, se obtuvieron reac-
ciones cruzadas en los casos de in-
feceibn por otras micobacterias  (tu-
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barculosis pulmonar) y en enfermos
con nocardiasis, suceso inconveniente si
se piensa en los problemas del diagnos-
tico en los casos de infeccién mixta,
pero que conserva interés desde el pun-
to de vista inmunolégico, ya que ofrece
otra prueba de la semejanza del mo-
saico antigénico de Nocardia y de My-
cobacterium.

En lo relative a la sensibilidad, los
autores convienen en que estos resul-
tados positives son inferiores a los al-
canzados mediante la técnica de la
hemaglutinacién por Lucentini y Naz-
zaro,® por Ross? y por Levine y cols.,18
acercandose a los informados por Ma-
dorsky y col.;8 pero en su favor debe
tomarse en cuenta el hecho de que
ninguno de los sueros de 69 sujetos
sanos dio resultado positive; es decir,
que no se encontraron reacciones falsas
positivas, lo que es un dato importante
tratdndose de un estudio cuya aplica-
cibn a la clinica es imaginable.

Los resultados serolégicos en rela-
cién con los diferentes tipos de lepra
ensefian la mayor positividad, medida
como mayor frecuencia de resultados
significativos y mas elevado titulo de
hemaglutinacién, tratindose de los en-
fermos lepromatosos en comparacién
con los tuberculoides, fenémeno sobre
el cual solo se puede decir que, com-
parando la cantidad de anticuerpo ob-
tenido en el corto nimero de leprosos
tuberculoides disponibles, con el veri-
ficado en los lepromatosos, se obtuvo
un promedio menor (10.6 mcg/ml.) en
los primeros, en relacién con los tlti-
mos (17.0 meg/ml.) y dejando en pie
el hecho de que la precipitacién se
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obtuve en todas las formas de lepra,
incluyendo los casos indeterminados.

En los casos de reaccién leprosa se
observé tendencia a la menor positi-
vidad (la tercera parte de reacciones
Ppositivas en comparaciéon con la mitad
casi en el conjunto total de leproma-
tosos ), fenédmeno que convendra volver
a estudiar examinando mayor nimero
de casos en reaccién, tomando nota de
la intensidad de ésta y siguiéndola se-
rolégicamente hasta su desaparicion.
Provisionalmente estos resultados pare-
cen sugerentes de captura del anticuer-
po bajo la forma de compleje antigeno-
anticuerpo, al nivel de los tejidos da-
fiados, pues como los autores han de-
mostrado en otro lugar, los leprosos son
portadores de bacilos que en la sangre
circulan unidos al anticuerpo para Po-
lyINb.19

En unos cuantos casos, en fin, en los
que fue dado seguir a los enfermos a
lo largo de su tratamiento con DDS,
se observé que al comprobarse la cu-
racién clinica y bacteriolégica de dos
sujetos su serologia se hizo negativa,
fenémeno acorde con la desaparicion
del estimule antigénico.

SuMMARY

Serclogical studies were made using
the chemically defined antigen from
Nocardia brasiliensis Poly 1T Nb that
has shown to exist in lepromatous tis-
sue and sera from lepers belonging to
the different types of the disease.

Surface fixation on paper gave po-
sitive precipitation in 47.9% of the sera
from lepers, the results being unifor-
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mely negative with sera from 69 healthy
individuals.

The amount of antibody was higher
in lepromatous than in tuberculoid pa-
tients, and became negative in two cur-
ed cases.

Since the antigen PolyINb is group
specific, positive results were recorded
as expected in a limited number of
cases of nocardiasis and in tuberculo-
sis, the level of antibody being, howe-
ver, in these latter instances lower than
in lepromatous lepers.

By using the inhibitory activity of 2-
mercaptoetanol it was found that the
antibody responsible for the precipita-
tion belongs, regardless of the form of
leprosy, to the IgM group of the im-
munoglobulins.
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COMENTARIO OFICIAL

Dr. Jests Kumare!

L TRABAJO que presentan a esta Corpo-
E racién el Dr. Mario Salazar Mallén v
colaboradores, intitulado: Estudios inmuno-
légicos en la lepra, constituye una aporta-
cién trascendente en el acerve de conoci-
mientos no s6lo en la lepra, sino en la me-
todologia analitica inmunolégica,

En efecto, proporciona informacién de in-
dole cuantitativa en la respuesta inmunold
gica, que hasta ahora habia sido estudiada
mediante reacciones que aportan titulos o di-
luciones ¥y que nada dicen, a pesar de los
resultados numéricos, respecto a las magni-
tudes moleculares de los anticuerpos pro
ducidos,

i Académico numerario.
til de México.

Hospital Infan-

Por otra parte, es muy significativo que
haya adaptado una técnica inmunoldgica,
de la cual un miembro de esta Corporacién
el Maestro Ruiz Castafieda fue el inventor v
que en los Wltimos afios ha sido probada
y adecuada en muchos campos de la Inmu-
nologia. Los resultados obtenidos, del orden
de 1-20 o mas ug/ml de N de anticuerpos,
constituyen una demostracién de la versati-
lidad del procedimiento gue puede funcionar
a esos niveles de sensibilidad y por otra par-
te, constituyen los primeros dates precisos
de la respuesta inmune “natural” de la in-
feccién leprosa.

La mayor sensibilidad encontraba con el
métode cromatografico de Ruiz Castaiieda,
en comparacién con e] de precipitacién en





