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RESUMEN

detectar la enfermedad precoz.

Sayegh C.R. J., Garcia R. L., RangelL. M.E. Pruebas
Inmunoldégicas del paciente con enfermedad de Hansen.

Se realiza la revision bibliografica de las pruebas para el
diagnéstico de Hansen , desde la reacciéon de Rubino hasta
los mas sofisticados métodos inmunoldgicos para poder

disease.

ABSTRACT

A bibliographic revision of test for Hansen's disease is
made, from the Rubino reaction to the most sophisticated
inmunological methods which permit detection of early

INTRODUCCION

La importancia actual para el
control de la lepra se basa en la
deteccién precoz y tratamiento eficaz
de la enfermedad.

Los estudios inmunoldgicos
constituyen una de las areas mas
activas e importantes en la
investigacion de la lepra. La respuesta
inmunolégica del huésped frente a la
microbacteria determina las
caracteristicas clinicas e
histopatolégicas de la enfermedad,
asi como también la progresion de la
infeccion hacia una expresion clinica.

Los procedimientos inmunolégicos
son  herramientas muy  impor-

tantes para la evaluacion de muchos
aspectos de la enfermedad.

En este trabajo se revisan los
métodos empleados para el
diagnéstico de lepra desde el punto de
vista inmunoldgico, que se han usado
para la deteccion y control de la
enfermedad.

Igualmente se mencionan algunos
métodos inmunoldgicos que no se
usan actualmente pero que dieron
?ggo a los actualmente empleados

LAS PRUEBAS DEL PASADO

Alrededor del afio 1900, las pruebas
de fijacion del complemento
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fueron introducidas para el
diagnostico de varias enfermedades
tales como sifilis y fiebre tifoidea, etc.
Debido a que esta prueba era
negativa en lepra tuberculoide o
paucibacilary en lepra indeterminada ,
no era util en el diagndstico de esta

afeccion , sin embargo, pasaron
muchos afios antes que otraslé)ruebas
aportaran mas informacién “°. En el

afio 1.926 Rubino dio a conocerla
reaccion que lleva su nombre,
consistente en poner en suspension
sueros de enfermos de lepra y de
sujetos sanos con hematies
formolados de carnero obteniéndose
la sedimentacion rapida en algunos
minutos en los sueros de pacientes
de lepra y la gradual en los individuos
sanos . Segun otros autores esto se
debia a una sustancia especifica en
los sueros que se fija sobre los
glébulos formolados originando la
aglutinacion de ellos.

Esta reacciéon se utilizé durante
muchos afios, pero no tenia utilidad
en
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los casos paucibacilares y en los
multibacilares no avanzados, por lo
que se continué en la basqueda de
pruebas mas sensitivas y especificas
para el diagnéstico precoz de la enfer-
medad en su fase subclinica, para re-
ducir la transmision, identificacién de
los grupos de alto riesgo, estudio del
prondstico, evaluacion de la terapéu-
tica y deteccion de las recidivas ",

El siguiente paso fué el desa-
rrollo de hemoaglutinacién descritas
en 1948 por Middlebrooky Dubos.
Esta prueba confirmé principalmente
los hallazgos previos observados con
la prueba de fijacion del
complemento, entre ellos, la habilidad
de algunos pacientes con lepra para
producir anticuerpos, la diferenciacion
de pacientes con LL y LT y la demos-
tracion de reactividad cruzada con
otras micobacterias en el suero de los
pacientes de Hansen.”.

La prueba de
hemoaglutinacién era negativa en una
alta proporcibn de sueros de
pacientes con LT, mostré resultados
variables con suero de con-tactos de
pacientes de lepra y se evidencio
reactividad cruzada con la mayoria de
otras micobacterias.

PRUEBAS INMUNOLOGICAS
UTILIZADAS

Las principales pruebas usa-
das en lepra desde la reaccién de
Rubino hasta las mas recientes son:
1.- Prueba de Mitsuda o Lepromina.
2.- Antigeno Soluble.

3.- Lapruebade C.C.B.
4.- Prueba de absorcion de
anticuerpo fluorescente de lepra

(FLA - ABS)

5.- Prueba de transformaciéon del
linfocito (LTT)

6.- Ensayo inmunoabsorbente unido
a enzima (ELISA)

7.- Inmunoelectroferésis cruzada

8.- Radio - inmunoensayo soélido
(sRIA)

9.- Test de hemoaglutinacién pasiva
(PHA)

10.- Glicolipido fendlico ELISA (GPL -
1)

11.- Test de aglutinacién de particulas
de M. Leprae (MLPA)

12.- Test de competencia del an-
ticuerpo sérico (SACT)

13.- Reaccién en cadena a la polime-
rasa (PCR)

Las pruebas mas recientes
(FLA - ABS , RIA, PHA , ELISA, GLP-
1, MLPA, SACT y PCR) son préctica-
mente 100% positivas en pacientes
multibacilares 'y 50% en pauci-
bacilares, siendo el FLA-ABS mas Uutil
para la detecciobn de las formas
subclinicas, ya que es ligeramente
mas positivo. Todas estas pruebas
recientes no parecen ser (tiles en la
deteccion deformas sub-clinicas ni en
1ell lg:omportamiento de la enfermedad

Se considera que el PCR
podria ser la solucibn para la
deteccion precoz de la enfermedad **

LAS PRUEBAS INTRADERMICAS

Una prueba intradérmica es la
aplicacion de una sustancia que
pueda provocar una reaccion
inflamatorio local y se realiza con
dosis creciente de la sustancia
potencialmente dafina. La reaccion
de hipersensibilidad que se obtiene
con esas pruebas nos permite
identificar algunos aspectos
importantes con relacion ala sustancia
que se esta usando: a)- Es
inmunogenético b)- Es antigénico c)-
Los sujetos que responden han
estado expuestos previamente a ese
antigeno y se han sensibilizado d)- La
reaccibn es especifica para ese
antigeno *'.

Las pruebas intradérmicas son
una de las herramientas mas Cutiles
del inmunélogoclinico.

Estas reacciones, junto con el
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nimero de linfocitos circulantes
periféricos y las concentraciones de
inmunoglobulinas en el suero, son
los elementos iniciales, mas
indicados para evaluar los pacientes
con desérdenes inmunoldgicos.

Las pruebas intradérmicas son
una forma econdmica y efectiva de
evaluar la inmunidad celular en pa-
cientes. Sin embargo existen pocos
antigenos bien caracterizados para
usar en estas reacciones. No hay
métodos de estandarizaciéon que
sean aceptados uniformemente 17.

PRUEBA DE MITSUDA O
LEPROMINA

Es una prueba intradérmica
que evalla la inmunidad celular del
paciente, descrita por Mitsuday
Hayasi en 19109. Esta
intradermoreaccion se utiliza para la
clasificacion del enfermo de lepra,
pronéstico de la enferme-dad y para
el estudio inmunolégico de contactos
y sujetos sanos expuestos a contraer
la enfermedad. No se trata de una
prueba diagndstica.

La lepromina se prepara de
M. leprae muertos por calor tomados
de biopsias de lesiones de pacientes
con LL, y del material de armadillo
infecta-do con Bacilo de Hansen.

La lepromina tiene una
concentracién de 40 y 160 millones de
bacilos de Hansen por c.c. la primera
Se usa en personas sanas y contactos
la segunda para clasificar a los
pacientes con Hansen.

La aplicacion de la prueba es
sencilla . Previa asepsia con alcohol
isopropilico se procede a inyectar 0.1
c.c. del antigeno porvia intracutanea
en el tercio superior del antebrazo
derecho.

La introduccion de este material
en el organismo humano provoca tres
respuestas: una respuesta temprana,
la reaccion de Fernandez, la cual
ocurre 24-48 horas después de la
inyeccion y una respuesta tardia , la
reaccion de Mitsuda, la cual general-
mente se lee a las 4 semanas o hasta
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9 semanas de aplicar el antigeno.

Cuando la reaccion de
Fernandez es positiva puede
anticipar el resultado de la reaccion
de Mitsuda o reaccion tardia la cual
mide el grado de resistencia del
individuo hacia la enfermedad.

Los criterios de positividad
se evalla de Leve - Moderado -
Fuerte se han designado para
ambas reacciones basados en el
didmetro de la induracion y no del
eritema, en el sitio de la reaccion.

Tal clasificacion es de
utilidad para el clinico con el objeto
de clasificar el paciente. La validez
cientifica de tal clasificacién es
mas cuestionable. Un paciente con
una reaccion de Mitsuda de 5mm.
de diametro se de-signa como
positivo débil, mientras que un
paciente de una lesion de 6mm. es
designado positivo moderado. Hay
autores que han propuesto que se
considere una reaccion positiva
cuando se produce ulceracion lo
cual disminuiria drasticamente el
nimero de enfermos normales con
Mitsuda  positivo. Existe una
tercera reaccion inter-media entre
la temprana y tardia , que consiste
en la formacién precoz de
tubérculo, a los 7 dias, pero es de
dificil observacion , por lo que la
mayoria de los observadores se
limitan a las reacciones Fernandez
y de Mitsuda
6,9

ANTIGENO SOLUBLE

Es una prueba de
sensibilidad que se compara con
la reaccion de Fernandez pero no
es igual. También se utiliza para
obtener informacion inmunoldgica
del paciente frente al M.
leprae 8.

Se aplica inyectando 0.1 c.c.
de la fraccién proteica del M.
leprae, se obtiene cuando bacilos
purificados se someten a
fraccionamiento en una prensa
especial por el método de Draper.

En la fraccion citoplasmica
soluble hay mayor especidad
antigénica de diferentes
especies de
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micobacterias. La reaccion se lee
a las 48 horas midiendo la
induracién. Los resultados se
interpretan de la siguiente forma:

0 -9 mm: reaccién mala
10 -15 mm: reaccién buena
15 -29 mm: reaccion éptima

30 6 mas: hiperreactores

Esta reaccion se utiliza
para estudio epidemiolégico de
gran cantidad de personas que
han tenido con-tacto o no con el
M, leprae.

LA PRUEBA DEL C.C.B.

Es una prueba intradérmica
mas fina que se desarroll6 para
demostrar si una persona es capaz
de eliminar o no M. leprae del sitio
de inyeccién. EI CCB contiene
cuatro veces mas cantidad de
bacilos que la lepromina 160, es
decir, es una lepromina que contie-
ne 640 millones por bacilos por
c.c. Esta concentracién de bacilos
tan ele-vada al ser inyectados
hace que se forme un granuloma
visible aun en los pacientes LL,
generalmente a las 4 semanas. Al
realizarla biopsia en los pacientes
LL se observa que los bacilos no
han sido destruidos, lo que
significa incompetencia para
destruir al bacilo.

La aplicacion consiste en la
inyeccion de 0,1 c.c., en cara
anterior del antebrazo. El uso de
esta prueba radica principalmente
para decidir cuando suspender el
tratamiento a pacientes con LL o
BL, que han permanecido bajo
tratamiento por varios afios con
bacteriologia negativa .

PRUEBA DE ABSORCION DE
ANTICUERPO FLUORESCENTE
DE LEPRA(FLA)

La prueba de FLA - ABS
fue utilizada en los habitantes de
las islas Mikayo donde se conocia
que habian areas hiperendémicas
de lepra en Japon, con la finalidad
de detectar infeccion subclinica.

El fundamento de la prueba
es el examen microscopico con la
técnica de fluorescencia directa
del suero de personas mezclado y
pretratado con anticuerpos de M.
leprae haciendo las lecturas con el
sistema de filtro BV. En este
sistema los criterios para la lectura
son los siguientes:

4+: fluorescencia muy fuerte para
casi todos los bacilos

3+: fluorescencia fuerte para la
mayoria de los bacilos

2+: muchos bacilos muestran
fluorescencia pero también se
observan bacilos con
fluorescencia débil.

1+: pocos bacilos con
fluorescencia, la mayoria
débiles.

=/-: pocos bacilos y con débil

fluorescencia.
-: bacilos sin fluorescencia
especifica.

Con la prueba de FLA-ABS
se han detectado anticuerpos anti
- M. leprae en mas del 90% de
pacientes con la enfermedad
activa. Dado que esta prueba es
bastante sensible y especifica
para la infeccion por M. leprae, la
reaccion positiva en caso de
personas  sanas puede  ser
considera-da como un indicador de
infeccion subclinica.

El principal proposito de
detectar la infeccion sub-clinica de
lepra es el de identificar a los
individuos que se han infectado y
que tienen probabilidad de
desarrollar lepra multibacilar. La
prueba de FLA-ABS por si sola
dificilmente llena este propésito.
Es posible resolver esta dificultad
combinando este método con la
prueba de lepromina. Una
combinacién de FLAABS positiva y
un Mitsuda negativo indica que el
individuo ha sido infecta-do con M.
leprae, pero que la inmunidad
mediada por las células no ha sido
inducida. Estos individuos tienen
mas probabilidades de desarrollar
lepra multibacilary necesitan ser
urgente-
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mente protegidos 12,

PRUEBA DE TRANSFORMACION
DEL LINFOCITO (LTT)

Introducida en 1963, esta prue-
ba in vitro que evalla la inmunidad
mediada por células, se fundamenta
en la capacidad de los linfocitos de
diferenciarse en linfoblastos al ser
enfrentados a un antigeno el cual ha
sido sensibilizado a un contacto pre-
vio, en otras palabras, se basa en la
observacion de que un evento inicial
en la respuesta inmune es una multi-
plicacion selectiva de linfocitos con
receptores para un antigeno dado. La
capacidad de diferenciacion se
encuentra conservada en LT y muy
disminuida en LL.

Los antigenos que se emplean
en la prueba son especificos coma
BOG, extracto soluble de M. Leprae,
bacilo purificado de M. leprae y pue-
den ser inespecificos como la
fitohemaglutinina y el mitdgena
concanavalina A.

Los resultados se presentan
bajo la forma de indice de
estimulacion. Un indice de
estimulacion mayor de 3 refleja la
presencia de linfocitos sensibilizados
frente a los antigenos especificos.
Una respuesta normal frente a los
mitégenos Concanavalina A,
fitohemaglutinina normalmente da un
indice de estimulaciéon por encima de
20.

Cuando se introdujo la prueba
de LTT en lepra se observo que en
los pacientes LT habia respuesta
linfocitaria positiva, mientras que en
pacientes LL eran casi universalmente
negativas.

La prueba LTT es costosa,
sujeta a errores técnicos y a
diferentes variaciones. Pueden haber
variaciones del estado clinico o
infeccion subclinica, fase del ciclo
menstrual, otras enfermedades
asociadas, deficiencias nutricionales e
incluso la hora del dia en que se toma
la muestra.

Los linfocitos deben ser prepa-
rados tan pronto como sea posible

después de la recoleccion de la
muestra sanguinea o)
cuidadosamente almacenada como
sangre completa a temperatura
ambiente durante menos de 12
horas.

Esta prueba no es de utilidad
para investigacion de  grupos
individuos °.

ENSAYO INMUNOABSORBENTE
UNIDO AENZIMA(ELISA)

Es una prueba serolégica muy
util en lepra y en areas endémicas de
lepra, ELISA ha sido utilizada para
demostrar IgA, IgM e 1gG, anticuerpos
ant-M. tuberculosis en el suero de
pacientes con tuberculosis,
sarcoidosis y enfermedad de Crohn.
ELISA ha sido usado para el ensayo
de IgG e IgM contra M. leprae en el
suero humano.

Se utiliza suero del paciente y
coma antigeno el glicolipidofendlico 1
el cual es especifico para M. leprae.

En los pacientes los
anticuerpos contra glicolipidos
fendlicos estdn en relacion con el
nimero de bacilos, por lo tanto, es
alto cuando hay muchos bacilos y
bajo cuando hay pocos.

La lectura se realiza entre 0 y
10, variando de la siguiente forma:
menos de 2: negativo
entre 2 y 3: dudoso
entre 3y 7: positivo
mayor de 8: fuertemente positivo

La técnica ELISA puede ser
uatil en los programas de control de la
lepra, tanto para identificar a los
candi-datos de tratamiento preventivo,
como para_evaluar la respuesta al
tratamiento ®

INMUNOELECTROFORESIS
CRUZADA (CIE)

Esta técnica fue introducida
por Laurell en 1965 en estudios de
proteinas séricas humanas.

La CIE separaba los bacilos de
M. leprae en 7 u 8 componentes
antigénicos para el uso de suero de
pacientes LL.
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Esta prueba ha sido empleada
para: a) Detectar componentes
antigénicos en preparaciones de M.
leprae. b) Demostrar reacciones cru-
zadas entre M. leprae y otras bacte-
rias. c¢) Demostrar actividad de
anticuerpo en suero de pacientes con
lepra. CIE no detecta ningin cambio
en el patron de precipitacion del
suero de pacientes LL que han sido
tratados con DDS antes y después
de 12 meses. d) Demostrar
determinantes especificos para M.
lepra en uno de los componentes
antigénicos de M. leprae.

RADIOINMUNOENSAYO (RIA)

Es una prueba sensible para la
demostracion y cuantificacion de
anticuerpos contra un componente
antigénico de la  micobacteria
antigeno 7, desarrollando asi un
espectro de actividad de anticuerpo
con la menor actividad en suero de
contactos, me-diana actividad en
suero de pacientes LT no tratados, y
maxima actividad en pacientes LL no
tratados.

La actividad de anticuerpos
contra el antigeno 7 de M. leprae ha
sido determinado en un ndmero
limitado de sueros de pacientes con
lepra y con-tactos. Por consiguiente,
esta prueba deberia ser aplicada a un
ndimero de sueros provenientes de
pacientes con lepra, pacientes
portadores de otras micobacteriosis y
contactos de pacientes de lepra y
contactos, especialmente de areas sin
lepra, con la finalidad de evaluar el
uso de esta técnica en el
serodiagnéstico de lepra **

RADIOINMUNOENSAYO
SOLIDO (SRIA)

Fue desarrollado por Melson
para la demostracion de IgG
anticuerpos ant-M leprae. Estos
anticuerpos aumentaban su actividad
a lo largo del espectro de la enferme-
dad siendo la menor actividad en con-
tactos, la mediana actividad para LT
no tratada y la maxima actividad para
LL no tratada. EI SRIA es principal-
mente utilizado para la demostracion
de anticuerpos a los antigenos que
reaccionan cruzadamente con los
componentes de M. leprae.
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Esta técnica ha dado nueva in-
formacion a la serologia de la lepra.
Los pacientes pueden producir
anticuerpos IgA anti - M leprae. Tales
anticuerpos IgA han sido detectados
en muestras de sangre yen la leche
de mujeres con enfermedad de
Hansen.

El significado de anticuerpos
IgA anti - M. leprae es desconocido,
pero podria ayudar a detenerla inva-
sion de M. leprae a lo largo de las
mucosas como una defensa inicial de
la lepra ™

PRUEBA DE HEMAGLUTINACION
PASIVA (PHA)

El PHA fue descrito por
Jagannath y colaboradores en 1981.
Esta prueba en comparacion con
FLAABS vy ELISA tiene mas
especificidad para la deteccion de
anticueré)os especificos contra M.
leprae ™

GLICOLIPIDO FENOLICO ELISA
(GPL-1)

El antigeno GLP -1, descubier-
to por Brenan y Hunter en 1981, es
especifico de M. leprae, se encuentra
en la capsula del bacilo yen los teji-
dos, y se obtiene en gran cantidad de
material de armadillos infectados con
M. leprae teniendo los sueros de
enfermos de lepra anticuerpos IgM
contra este antigeno, lo que se
evidencia mediante la técnica ELISA'y
se utilizan también sus derivados, los
disacaridos vy trisacaridos terminales,
gue son los antigénicamente activos o
inmunodominantes ™

PRUEBA DE AGLUTINACION DE
PARTICULAS DE M. LEPRAE
(MLPA)

Es una prueba desarrollada en
1990 por lzumi, Fujiwara y colabora-
dores, para detectar anticuerpos anti-
GLP-1 usando particulas de latex sen-
sibilizadas 15,

La realizacion de esta prueba
es mas facil que ELISA y mas conve-
niente para evaluar poblaciones para
infecciones por M. leprae. Ademas
permite manejar mas muestras por
dia.

58

Otra ventaja es que no
necesita de equipos especializados
para hacer las mediciones, sino el ojo
humano, por lo que se puede realizar
investigacion a nivel de campo y fuera
del laboratorio *>*°

PRUEBA DE COMPETENCIA DEL
ANTICUERPO SERICO (SACT)

Esta prueba es 100% positiva
en los pacientes BL-LL activos, 87%
en los BB, 47% en TT-BT y un 10%
en los contactos sanos. En esta
prueba se aplica la técnica de los
hibridomas para detectar epitopes
especificos del M. leprae mediante
anticuerpos monoclonales. Se debe
comparar con el ELISA PGL-1 y
{galizar Mitsuda en los casos positivos

REACCION EN CADENA A LA
POLIMERASA(CPR)

Es muy atil en enfermedades
infecciosas, particularmente en lepra,
donde no se cultiva el agente causal,
enfermedades oncolégicas y
genéticas, asi como también en tras-
plantes.

Esta reaccion consiste en ana-
lizar el DNA que se encuentra en
todas las células y organismos
patégenos. Con esta técnica se
pueden detectar cantidades infimas
de micobacterias, utilizando
secuencias especificas de su DNA.
Por lo tanto, es muy Uutil en la
infeccién subclinica, formas iniciales y
paucibacilares y también para dife-
renciar entre bacilos viables en teji-
9505, frotis cutaneos, nasales y sangre
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