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RESUMEN

La Enfermedad de Hansen o lepra es una enfermad crénica y transmisible causada por Mycobacterium leprae, un
bacilo acidorresistente de lenta multiplicacion. La enfermedad afecta principalmente la piel, los nervios periféricos,
los ojos y la mucosa de las vias respiratorias altas. En 2018, Paraguay fue el segundo pais de las Américas con
mayor nimero de casos detectados, presentando un alto nimero de pacientes multibacilares y con discapacidad.
Por tanto, el diagnéstico temprano y tratamiento inmediato son claves para el control de la enfermedad y su
transmision.

Objetivo: Evaluar la utilidad de las técnicas moleculares en el diagnéstico de pacientes que acuden al Programa
Nacional de Control de la Lepra mediante la implementacion de la PCR en tiempo real, amplificando una regién
especifica repetida en tdndem (RLEP) de M. leprae y comparada con los resultados obtenidos por baciloscopia.

Resultados: Fueron analizadas 164 muestras, donde, la técnica molecular detecté un 63 % de muestras positivas
mientras que la técnica microscépica un 34 %. En cuanto a los pacientes que resultaron negativos por baciloscopia,
el 45 % de estas muestras resultaron positivas por PCR en tiempo real, que se correspondieron clinicamente con
pacientes paucibacilares.

Conclusion: Estos datos demuestran la importancia de la utilizacion de las técnicas moleculares para el diagnéstico
de la lepra principalmente en los pacientes paucibacilares con baja carga bacteriana.
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SUMMARY

Hansen disease or commonly known as leprosy is a transmissible chronic disease caused by Mycobacterium leprae,
an acid-fast resistant bacillus with a slow multiplication rate. This disease affects primarily the skin, peripheral
nerves, eyes and the mucous membranes of the upper respiratory tract. In 2018, Paraguay was the second
American country with the highest number of cases detected many of them of the multibacillary type and
presenting disabilities. Therefore, early diagnosis and treatment are key to control the disease and its transmission.

Objective: Evaluate the utility of molecular techniques used to diagnose patients of the National Leprosy Control
Program through the implementation of real-time PCR, amplifying an M. leprae specific tandem repeat region
(RLEP) and comparing the results obtained from smear microscopy.

Results: 164 samples were analyzed and Mycobacterium leprae was detected in 63% of the samples with this
molecular technique and only in 34% of the smear stained samples evaluated with the microscopic technique.
Regarding the negative samples of smear microscopy, 45 % of these resulted positive with real — time PCR, which
corresponds clinically with the paucibacillary type of patients.

Conclusion: These data demonstrate the importance of using molecular techniques for the diagnosis of leprosy,
mainly in paucibacillary patients with low bacterial load.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Hansen, cominmente conocida como lepra, es una de las enfermedades
infecciosas humanas mas antiguas y de largo periodo de incubacidon, no obstante, sigue sien-
do un gran problema de salud publica en muchos paises en vias de desarrollo’?. El agente
causal de esta enfermedad es Mycobacterium leprae, un bacilo acido-alcohol resistente, gram
positivo, intracelular obligado, con un elevado poder de penetracion en las células nerviosas.?

Esta enfermedad afecta principalmente a la piel, los nervios periféricos, los ojos y las membra-
nas mucosas del tracto respiratorio superior y continda siendo una causa de sufrimiento no
solo por las discapacidades fisicas que genera sino también por la estigmatizacién y discrimi-
nacién social.** La transmisién de este bacilo no se conoce con exactitud, pero se cree que se
produce a través de una persona con una alta carga bacilar no tratada, que elimina el bacilo
hacia el exterior a través de las vias respiratorias superiores, las secreciones nasales, la saliva, o
a través del contacto directo y prolongado.®

Segun los datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el aflo 2018 se detectaron
208.619 nuevos casos en todo el mundo, con una tasa de 2,74 por cada 100.000 habitantes. La
region del Sudeste de Asia represent6 el 71 % de los nuevos casos a nivel global, principalmen-
te en India e Indonesia. En la region de las Américas, Brasil reporté el 93 % de los nuevos casos
seguido de Paraguay que reportd 345 casos, de los cuales el 87,8 % fueron casos multibacilares
y 12,5 % de ellos presentaron discapacidad de grado 2.7 El Programa Nacional de Control de la
Lepra del Paraguay (PNCL) ha reportado entre los aflos 2001-2015 una media de 448 nuevos
casos de lepra, siendo predominante el sexo masculino.?

Con fines terapéuticos la OMS recomienda la clasificacion de los pacientes en paucibacilares
(PB) y multibacilares (MB) de acuerdo al nimero de lesiones, cantidad de nervios afectados y
carga bacilar. El grupo PB se define como pacientes con hasta cinco lesiones, de disposicion
asimétrica, con un solo nervio periférico afectado y baciloscopia negativa; también se encuen-
tran en este grupo los que presentan una Unica lesién, pero sin ninguna afeccién nerviosa. En
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el grupo MB los pacientes presentan seis o mas lesiones, de disposicion mas simétrica y con
mas de un nervio afectado, ademas de poseer baciloscopia positiva.2

El correcto diagndstico y clasificacion del paciente es fundamental para un adecuado trata-
miento basado en la poliquimioterapia (PQT) que consiste en la combinaciéon de dos o mas
farmacos (Rifampicina, Clofazimina y Dapsona). Esta modalidad de tratamiento es eficaz y pre-
viene la farmacorresistencia, que ha logrado reducir la prevalencia a nivel mundial, sin embar-
go, se siguen reportando numerosos casos cada afo.’

El diagndstico de la lepra se basa en un examen clinico dermatoneuroldgico, la deteccién
microscopica de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) en frotis cutdneo (baciloscopia) y la
evaluacion histopatoldgica. Sin embargo, M. leprae es dificil de detectar en pacientes PB don-
de la carga bacteriana y la determinacién de anticuerpos son dificilmente detectados por los
métodos de diagndstico clasicos,’®'" ademds el andlisis clinico puede ser inconcluso y la histo-
patologia inespecifica, especialmente en los estadios tempranos de la enfermedad.

Las limitaciones de recurrir Unicamente a los métodos de diagndstico clasicos para la clasifi-
cacion de los pacientes pueden llevar a un tratamiento inapropiado o ineficaz aumentando
la transmision de la enfermedad, asi como las posibilidades de recurrencia y de discapacidad
fl’sica.12,'l3,14,'|5

En los ultimos afos se han producido grandes avances respecto al diagnéstico molecular de
patégenos de muchas enfermedades infecciosas gracias a la técnica de la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR).'® Esta técnica permite realizar multiples copias del 4cido nucleico diana
original lo que posibilita la deteccion del patégeno, aunque la carga sea baja, por lo que se
considera una técnica mucho mas sensible que los diagnésticos inmunoldgicos, microscopi-
cos e histopatolégicos. La PCR en tiempo real, a diferencia de la PCR convencional, ha acortado
los procesos de andlisis gracias a la incorporacién de fluoréforos en la reaccién que permiten la
deteccion simultanea del ADN del patégeno a través de la fluorescencia.®

Para la deteccion del patégeno causante de la lepra, la utilizacién de la PCR se ha convertido
en una herramienta fundamental en los casos de pacientes con sospecha clinica o lesiones
cutdneas atipicas, que presentan baciloscopia negativa e histopatologia no concluyente, asi
como también en situaciones donde no hay evidencia de lesiones cutadneas."’

A partir del afno 2016, el Programa Nacional de Control de la Lepra del Paraguay firmé un acuer-
do con el Centro para el Desarrollo de la Investigacién Cientifica (CEDIC) para la deteccion
molecular de M. leprae en muestras procedentes de pacientes con sospecha de lepra. En base
a este acuerdo, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el impacto de la utilizaciéon de la
PCR en tiempo real como herramienta diagnéstica complementaria para la deteccién del pa-
tégeno.

MATERIALES Y METODOS

TOMA DE MUESTRAS

Se tomaron 164 biopsias cutaneas de pacientes con sospecha de lepra, procedentes de distin-
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tas zonas del Paraguay, que acudieron al Centro de Especialidades Dermatoldgicas (CED) del
Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social (MSPyBS) entre enero del 2016 a noviembre del
2019.

Las biopsias fueron tomadas como lo indica el Manual de Diagnéstico Laboratorial de Lepra
del MSPyBS.'® Brevemente, la zona de toma de muestra fue desinfectada con alcohol 70°, con
los dedos indice y pulgar de una mano se comprimié firmemente la piel y luego con una hoja
de bisturi desechable N° 15 se practicé un corte pequeio de unos 5 mm de largo y con profun-
didad suficiente (2 mm a 3 mm). Sin aflojar los dedos, se rasp6 girando el bisturi un angulo de
90° varias veces, y parte de la sustancia semiliquida recogida se esparcioé sobre la ldmina (frotis
de linfa cutanea) para el diagnéstico por baciloscopia.

La otra parte de la muestra tomada fue remitida al Centro para el Desarrollo de la Investigacion
Cientifica (CEDIC) en etanol 70 %, donde fue conservada a -20 °C para su posterior analisis
molecular.

BACILOSCOPIA

Para la deteccién de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) en frotis de piel de lesiones, se
realizé la tincién de Ziehl-Neelsen en frio. Para ello, las Idminas se colorearon con una solucién
de fucsina por 20 min y se enjuagaron con abundante agua. Seguidamente se decoloraron con
solucién de alcohol 4cido al 1 % por 1 min, y se lavaron. Finalmente, se cubrieron las [dminas
con una solucién acuosa de azul de metileno 0,3 % por 3 min, se lavaron con agua corriente
y se secaron al aire. Una vez tefidas, las laminas fueron observadas al microscopio 6ptico con
objetivo de inmersién.'™®

BIOLOGIA MOLECULAR DE M. LEPRAE

Extraccion de ADN

Se realizé la extraccion del ADN gendmico de 164 muestras de pacientes con el kit comercial
GenelJET Genomic DNA Purification (Thermo Scientific®; #K0722), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La concentracion y pureza del material genético obtenido, se evalué con un espec-
trofotometro (DeNovix DS-11FX+).

Amplificacion por PCR en tiempo real

Para la deteccién molecular en tiempo real, se amplificé una regidn especifica repetida en tan-
dem (RLEP) de M. leprae, utilizando los siguientes pares de primers forward 5-GCAGTATCGTGT-
TAGTGAA-3; reverse 5' CGCTAGAAGGTTGCCGTATG-3'y la sonda 5'-/56 FAM/TCGATGATCCGGC-
CGTCGGCG/3BHQ_1/-3; descritos por Truman, et al.’ Antes de analizar las muestras se realizd
la puesta a punto de la PCR en el laboratorio y se corroboré la especificidad de los primers con
un alineamiento en el GeneBank.

Las reacciones de amplificacion se realizaron utilizando el master mix Maxima Probe qPCR
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Master Mix (2X) (Thermo Scientific®; #K0261) en un volumen final de 25 pl. Las condiciones de
amplificacién utilizadas en el termociclador Rotor Gene 6000 (Qiagen), fueron las siguientes: 1
ciclo de 95 °C por 10 min.; 40 ciclos de 95 °C por 15 seg., y 60 °C por 60 seg. Para cada reaccion
de amplificacién se tomaron rigurosas medidas de precaucién para evitar las contaminaciones
cruzadas, ademas de la utilizaron controles positivos y negativos.

RESULTADOS

Un total de 164 muestras con sospecha de lepra fueron analizadas por baciloscopia en el CED
(MSPyBS), de las cuales 109 muestras (66 %) resultaron negativas y 55 positivas (34 %) (Tabla
1). El total de las muestras positivas fueron obtenidas de pacientes clasificados como multiba-
cilares (datos no mostrados).

Paralelamente fueron enviadas al CEDIC una copia de las 164 muestras en estudio para ser
analizadas molecularmente (Figura 1).
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Figura 1. Curva de amplificacion de PCR en tiempo real del fragmento RLEP de M. leprae.

Los resultados demostraron una concordancia del 100 % entre las 55 muestras con bacilosco-
pias positivas y la PCR en tiempo real (Tabla 1).

De las 109 muestras con baciloscopia negativa, 49 de ellas resultaron positivas por PCR en
tiempo real (45 %) y las restantes 60 muestras fueron negativas (55 %) (Tabla 1). Estas 49 mues-
tras molecularmente positivas se corresponden clinicamente a pacientes paucibacilares que
no pudieron ser diagnosticados por microscopia.

Comparando los resultados obtenidos por ambas técnicas, se observé que, del total de las
muestras analizadas, el 63 % fueron positivas por PCR en tiempo real, mientras que por baci-
loscopia resultaron positivas solo el 34 % (Tabla 1).

En la Figura 2 se observa la distribucién de los casos molecularmente positivos en los dife-
rentes departamentos del pais, donde se encontré un predomino en los departamentos de
Central (53 casos) seguidas de Asuncion (9), Paraguari (9), Cordillera (6) y casos aislados en
diferentes zonas del pais (27). De los 17 departamentos no se han reportado casos en Alto
Paraguay, Caaguazu y Neembucu.
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Tabla 1. Numero de casos analizados y comparacion de técnicas de diagnéstico en pacientes con sospe-
cha de lepra en el Paraguay.

Técnica
. ) PCR en tiempo real
Muestras Baciloscopia
Detectado No detectado
Negativas 109 49 (45 %) 60 (55 %)
Positivas 55 55 (100 %) -
Total 164 104 60
% Positivos detectados 34 % 63 %
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Figura 2. Distribucién de casos molecularmente positivos de lepra en Paraguay entre 2016y 2019.
En cuanto a la distribucion de los casos molecularmente positivos en la poblacion estudiada, el 67 % de
ellos correspondid al sexo masculino y el 33 % al sexo femenino (Figura 3).

En cuanto a la distribucién etaria, se observé que el mayor porcentaje de los casos positivos
estan distribuidos en los rangos comprendidos entre 27-69 y 60-85 afos tanto para el sexo
masculino como el femenino (Figura 3).
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Figura 3. Distribucion de casos de lepra molecularmente positivos segin edad y sexo.

DISCUSION

Debido a que M. leprae es una bacteria que no puede ser cultivada in vitro, la implementacién
de herramientas moleculares es especialmente util para la deteccién del bacilo en estadios
tempranos de la enfermedad, en manifestaciones atipicas de la misma, o en reactivaciones por
tratamientos farmacolégicos incompletos.

La utilizacién de las herramientas moleculares como un método complementario para la co-
rrecta clasificacion de los pacientes PB y MB, es de suma importancia para llevar a cabo el
tratamiento adecuado de poliquimioterapia, ya que tanto la dosis de los farmacos, como la
duracion del tratamiento difieren en ambos casos. Ademas, estos métodos favorecen la de-
teccién temprana de la enfermedad evitando asi la aparicién de discapacidades y cortando la
cadena de transmision.

Las técnicas de PCR son especialmente Utiles en los casos en los que el paciente presenta una
baja carga bacteriana. La principal ventaja de la PCR en tiempo real es que los resultados pue-
den obtenerse mas rdpidamente que con la PCR convencional, ya que los fluorocromos au-
mentan la fluorescencia proporcionalmente a la cantidad de ADN que se va copiando y es
visualizada simultdaneamente en una pantalla.

En comparacién con la amplificaciéon de otras regiones del genoma de M. leprae, la utilizacién
de primers que amplifican fragmentos de la secuencia repetitiva (RLEP) presentan mayor sen-
sibilidad frente a otras secuencias dianas, ya que existen multiples copias en el ADN genémico
y son altamente especificas debido a que no se encuentran en el genoma de ninguna otra
especie de bacteria.'*?

La implementacion de la PCR en tiempo real como herramienta diagndstica complementaria
es fundamental para la deteccion de pacientes paucibacilares, y ademas podra ser sumamente
util en otro tipo de estudios, como para la deteccién de recidivas post tratamiento o para la
deteccién de portadores sanos.
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La deteccion precoz del bacilo es un factor primordial para interrumpir la cadena de transmi-
sion y prevenir la aparicién de neuropatias y discapacidades de por vida evitando asi el gran
impacto que padecen y que afectan su bienestar fisico, psicolégico y social debido a la estig-
matizacién asociada a esta enfermedad.

Los resultados obtenidos en este estudio han demostrado que la PCR en tiempo real es una
técnica especifica y sensible donde se obtuvo un 100% de concordancia entre los resultados
positivos microscépicos y moleculares, y ademas la deteccién de un elevado porcentaje de
deteccion de muestras positivas que no pudieron ser visualizadas por baciloscopia. Estos re-
sultados demuestran que la PCR en tiempo real es una herramienta muy util para el Programa
Nacional de Control de la Lepra del Paraguay, brindando un diagnéstico precoz especialmente
en pacientes PB con baciloscopia negativa o histopatologia no concluyente. Este estudio no
sustituye al diagnéstico convencional, sino que lo complementa.
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