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Iste trabajo representa idn de los estudios presentados en
la Conferencia de Lepra de ba)‘Ver, del de noviembre de 1960, cuyos
relatos han side publicados en “The Star” (volumen 20, pdgina 19 a 2i,
ano 1961), por ei Hospital del Servicio de Salud Publica de Carville, Louisia-
na, En esa época nosotros pudimos referir los resultados de un periodo de
solamente ocho meses de post-inoculacién, después de la introduccion de medio
a un tercio de milléon de bacilos de Hansen, en testiculos de ratas, marmotas
doradas de Siria (Hamster) vy gatos alimentados con una dieta deficiente en
vitamina E y con un contenido del 159, 6 9, y 15 9, de aceite de higado -de
bacalao, respectivamente; representando esto una parte de nuestro esfuerzo
para explotar las diferentes especies de animales de laboratorio en su suscep-
tibilidad al M. leprac.

Resumiendo brevemente estos estudios, diremos que ambos testiculos de
todos los animales experimentales fueron inoculados (febrero 24 de 1960)
con 0,05 cc. de una suspension de bacilos de Hansen, derivados de un leproma
{resco enviado en hielo seco, el dia anterior desde el Hospital del Servicio de
Salud Publica de Carville a qu"é de la gentileza del doctor Jorge Fite. La sus-
pensioén de los bacilos “vivos” fue administrada a 16 ratas, 13 marmotas dora-
das de Siria v 5 gatos y también inoculada en 6 testiculos controles (recién
extraidos de marmotas doradas de Siria), los cuales fueron homogeneizados y
extendidos en portaobjetos para realizar el recuento bacilar de acuerdo al mé-
todo de Hilson y Elek (4). Este ultimo procedimiento, empleado a través de
todos estos estudios, indico que cada testiculo recibié entre medio y dos tercios
de milidn de bacilos. La suspension “viva” se centrifugd, lavé con suero fisio-
logico, para extraer las proteinas extranas y se resuspendié hasta completar el
volumen original, antes de calentarlo a 100°C, por una hora. Este mismo volu-
men (0,05 cc) de esta suspensién “muerta’ fue inoculado en los testiculos
de 12 ratas y 10 marmotas doradas de Siria mantenidas en el mismo régimen
ietético y en 6 testiculos controles, recientemente extraidos de ratas y marmotas
doradas de Siria.

A pesar de las precauciones tomadas, hubo considerable coagulacién de
la suspension. Los recuentos hechos en los testiculos controles indicaron que
las dosis inoculadas conteman c01151derablemente menos cantidad de bacilos
que los de las suspensiones ‘'vivas” . Esta ultlma suspension, sembrada en medio
de Lowestein-Jensen, no dio lugar a crecimiento de bacilos dcido-resistentes.

(*) Conferencia pronunciada el 18 dg ag‘osj:_o de 1961 en el _Instituto Nacional de Micx‘obiologig,
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De 4 a 8 meses despuds de la inoculacion con la suspension de bacilos
“muertos”, extendidos por mmpresion de Jos testiculos de Lus marmotas doradas
de "‘irizi, fuweren pronunciadamente negativos en cuanto a contenido buaetl Tos
resticulos de las ratas Tueron negativos, con excepcion de algunos cusos en los
e recobraron de H0.000 a4 200,000 hacilos. Fnoel caso de anmmales aue
recibieron el indcudo “vive” oy extendidos por nmpresion de los testiculos de
fos H(110\ de ios 6 u los  aneses fueron uniiornmemente HCgitvos ¥ A(.uv’uus de
ias marmotas doradas de Sirta también fueron negativos o revelaron soélo la pre-
sencia ocasional de algtin bactlo o globi, de tal modo que no parecid justificar
el realizar el laborioso procedimiento de recuento bacilar.

Por otra parte, los extendidos por mmpresion de Ta superhicie de seccion de
los testiculos de las ratas a los que se administrd Ja suspension “viva, revela-
ron de modo general, apreciable cantidad de bacilos v globi. Ll presente infor-
me se referivit especialmente a los datos obtenidos de esta serie de testiculos
de ratas hasta un perfodo de 12 meses posterior a la inoculacion, en que todas
lIas ratas restantes fueron sacrificadas. También se velerird a un informe pre-
Hminar sobre ]os esluerzos realizados para obtener ¢l estublecimiento v multi-
icacion del M. leprac en el testiculo de la rata, por medio de veinoculaciones.

TABLA 1

Cantidades de M. leprae expresadas en millones por testiculo, obtenidas en
intervalos de 4 a 12 meses después de la inoculacién de 1/2 a 2/3 de
miliones de bacilos, en LGSt'L ilo de ratas alimentadas con una dieta carente
en vitamina E con 15 9, de aceite de higado de bacalao.

Testiculo Testienlo Tgﬁr‘nlu Testiculo
izquierdo derecho izquierdo deracho
6 Mo 2.0 0 (%) S Mo 7.4 4.6
65 3.7 — 3 . 1.9 3.0
6.5 23.6 — 3 ” 3.3 3.3 (%)
6.5 I.5 9 . 7.8 8.7
7 8 9.5 15.1 13.6
7 16 10 194 1.9
CHE 2.6 oo 18.9 (¥ —
3 143 12 —~ 18.6 (**)

(*) Testiculos mezclados para ser homogeneizados, asienandosele la mitad del recuento a cada
testiculo.

(*%) Representa los testiculos del mismo animal: uno extrafdo quirdrgicamente a los 11 meses,
vy el otro en Ja autopsia.

Considerando los 28 testiculos anotados en la tabla n? 1 de los cuales se
hicieron recuentos (en 3 casos, ambos testiculos fueron usados en un solo
homogeneizado haciéndose el promedio del recuento total), puede notar-
se que ningun testiculo contuvo menor cantidad que el numero de bacilos
inocu]a(los: 25 o/ contenian hasta 3 veces mds, 39 7, de 4 veces a 10 veces mas
y 36 9, mds de 10 veces, del ndmero de bacilos inoculados. ElI namero medio
de bacilos recuperados fue aproximadamente de 6,6 millones por testiculo, o
sea cerca de 10 veces mds el nimero de bacilos inoculados. Los testiculos extrai-
dos de 9 a 12 meses después de la inoculacidn, mostraron no solamente un
uniforme alto contenido de bacilos, sino que también éstos fueron notable-
mente normales en su morfologia y tincién. Dado el deseo de extraer la mayor
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cantidad de mformacién cuantitativa posible, sélo dos testiculos [ueron desti-
nados para el estudio histologico. Uno de estos, proveniente de una rata cuyo
I al microscopic una
tos 111L€18L1C1&1€b (hg. 1) y acumulaciones

istentes (fio. 9
HSLENLES AN B A

atro testiculo contenia 23,6 111110 es de bhactlos, rev

os
£8

1)

;)
extensa infliltracion celular de ]
mtracelnlares de bacilos dcide-r

Las lesiones hismp(u olbgicas se asemejaban mucho a las descriptas en las
«‘)1"(]111(15 1c1)u)5(15 humanas.

Los datos cuantitativos suplementados por los hallazgos histologicos indi-
can claramente el crecimiento y reproduccion del A7 [eprac en los testiculos
de las ratas en las condiciones experimentales sefiatactas.

No parecid prdctico, en base al volumen del indculo original v al deseo
primordial de obtener Ia mayor evidencia posible sobre la multiplicacion del
M. leprae estudiar el destino de M. leprae en ratas alimentadas con la misna
dieta complementada con vitamina E.

Suspensiones de los testiculos de 4 de Ias ratas de la serie original, obte-
nidos de los 8 a los 12 meses después de la inoculacion, fueron inoc ulados por

via intratesticular en grupos de 5, 4, 11 y 10 ratas mantenidas en la misma

dicca experimental. El mimero de bhacilos gue aproximadamente se introdujo
tre 50.600 4 560.000. En algunoy animales la cantidad
o

en cada testic wlo oscild ei
1o

inoculada en un testicu n la mavor

parte de los animales ambm testiculos 1ec1b1610n Ia misma Canudad de bacilos.
En estos se planed extraer un tes‘uculo después de 3 a 4 meses de dieta, para
compararlo con el segundo testiculo extraido de 4 a 8 ieses después. Los
datos preliminqres en relacion a dos de estas transmisiones justifican el breve

comentario (ide sxque

Datos preliminares sobre la transmisién del M. leprae en la rata

Bacilos 2

Inoculados (%) 3 meses 4 meses 6 meses
100.0002 ’ 30.000 60.000 520.000
16.066 187.006 540.660
105.000 937.000

193.000

920.000
400.0000 310.000 83.000
450.000 315.000
354.000

{*) Representa Ja emulsion de los testiculos de 2 ratas anotadas en Ja tabla 1, una a los
£ wmeses (a) y la otra a los 10 meses (b) después de inoculadas.

En el primer experimento con 100.000 bacilos inoculados en cada testiculo,
un aumento significante se observd en sélo dos de los 5 testiculos examinados
después de 3 meses, en ninguno de los dos testiculos extraidos después de 4
meses, y en los 3 testiculos examinados a los 6 meses después de la inoculacion
(tabla 2). En el segundo experimento, con 400.000 bacilos inoculados, no hubo
indicacion del aumenteg del nimero de bacilos durante los 3 y 4 meses después
de la inoculacion (rabla 2). Fstos datos preliminares hacen '1lqo mas que su-
gen,r que el bacilo, si no en todos los casos, en algunos se adapta al nuevo terre-
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no v sc multiplica. Un periodo adicional de 4 a 6 meses se necesitara para
proveer mds evidencias sobre la transmision del bacilo de Hansen de animal

a animal.

Discusion: El recuento del ntimero de bacilos en el indculo Yy en organos

08 hanoﬁr*;};;

o teridos aue lo contienen, es un nrocedimiento izboricso, pere cu
J i ; o SRR

demanda, tal como lo clemostro claramente She-

o

justifican el esfuerzo qu
pard () en su reciente moculacion en la ai mohadiiia plantar de los ratones.

La inform aaié n que hemos obtenido lleva de esta manera a dar un soporic
sustancial a los trabajos previos de elgel (Z, 3), basados en los extendidos
por la i‘mpresxon de testiculos, gue una muy significante multiplicacién del
M. leprae ocurre en los testiculos de las ratas alimentadas con dietas DIo-OXi-
danies, simidar a las que €1 usd en sus estudios. Elles estdn también de acuerdo
con los datos cuantitativos basados en procedimientos de recuentos algo dis-
tintos aplicados a testiculos de ratas alimentadas con una dieta similay e mocu-
ladas con una suspensmn proveniente de un leproma obtenido, simultdnea-
mente del mismo sujeto, tal como lo informé en la Conferencia de Carville
de 1960, Eisman, Barkulis y Geftig, del Laboratorio Ciba. Estos tltimos inves-
ncr’n]m‘fﬂq y también P.PHTPY (2, ,\ describieron que guple_nen tando la dieta pro-
ime la muliiplicacidon del bacilo. Como sc
i Nno NOs

0 \ik‘l ante con vitamina E, S SUpPT
men f‘] ()nf) Y)l eviam ente ]Hﬂ]f:{{‘ one
permitieron obtener

de Bergel (2).

Las posibles relaciones entre factores dietéticos y la susceptibilidad a la
imfeccidn leprosa han recibido gran atencidn desde el punto de vista clini-
co vy epidemioldgico. Este tema ha sido revisado por Badger (1), quien tam-
bién publicéd sus experiencias indicando que la deficiencia dietética de vitami-
na B, aumenta grandemente la susceptibilidad de la rata a la infeccién con
Al leprae murium. Por otra parte, usando inoculacién en la almohadilla de
la pata de ratones mantenidos en dietas comunes, Shepard (6} ha obtenido

reaccidn granulomatosa y multiplicacion de M. leprae combinado con sucesi-
vos pasajes animales. Y contrastando con nuestra incapacidad de obtener un
evidente crecimiento del M. leprae en marmotas doradas de Siria, con dieta pro-

o‘mdante Bmlmd (4) ha obtenldo grdnulam'w y mulmphcacmn bamlal as

=

U 5 o
In(hbcutlblemente un variedad 1e facto tales como numeros de bacilos

S,
e papdticas A 515 ]
S Schci Cas Cii auau:lJiluuu‘aau, G-

del inéculo, especies v a lo mejor diferencia
dificaciones dietéticas y cl estado general del nimal pueden jugar un impor-

,
nos, pero muche atn se debe
pere mucho i ge de

tante papel. Se ha progresade en los ultimos afo

hacer, con el objeto de definir las condiciones y las especies mis susceptibles,
para el establecimiento y el estudio de la infeccién leprosa en los animales de

laboratorio.

SUMARTIO

En base a los recuentos de bacilos en emulsiones de testiculos inmediata-
mente después de inoculados con una suspension del Mycobacterium leprae y
en testiculos obtenidos 8 a 12 meses después de la inoculacién, se concluye que
el bacilo de la lepra humana puede ser mantenido y experimentar una signi-
licativa multiplicacién en los testiculos de ratas alimentadas con una dieta
conteniendo el 15 9, de aceite de higado de bacalao y deliciente vitamina E.
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Inoculaciones similares en marmotas doradas de Sivia v gatos, con dietas

semejantes, dieron resultados negativos.

(6]
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1.— Corte de un testiculo de rata 6 V5 meses después de la inoculacion con
una suspension de M. leprae. Entre los tubos seminiferos degenerados hay
extenSos acumulos de linfocitos entremezclados con numerosos histioci-
tos, conteniendo muchos bacilos dcido-resistentes.

Zenker, hematoxilina y eosina. 150 aumentos.

2.— Grupos de histiocitos de la figura 1, mostrando gran mimero de bacilos
intracelulares y dcido-resistentes. Zenker, coloracién dcido-resistente de

Fite-Faraco. 1.200 aumentos.



