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RESUMEN

Se realizé Reaccion en Cadena de la Polimerasa a 37 personas convivientes de pacientes diagnosticados con lepra
multibacilar (contacto intradomiciliarios de primer orden) con el objetivo de detectar enfermos de lepra o personas
que estén infectadas con el Mycobacterium leprae sin estar enfermos. De estos, resultaron positivas seis personas a
las que se les realizé examen dermatoneurolégico y se encontré que dos tenian lesiones cutdneas consistente en
nédulos y macula con borde micro papuloso respectivamente. Se les realizé baciloscopia y biopsia a ambos y el
resultado fue baciloscopia positiva y biopsia compatible con lepra lepromatosa en un caso y baciloscopia negativa
y biopsia compatible con lepra tuberculoide en el otro. A los pacientes que presentaron un examen fisico negativo
se les realiz6 ademas ultrasonido abdominal en busca de lesiones viscerales cuyo resultado fue negativo en la
totalidad de ellos. A los totalmente asintomaticos se decidié ponerles un tratamiento profilactico con rifampicina
y dapsona por considerar que pudieran estar en estadio pre clinico o en periodo de incubacién, y se seguiran con
examen dermatoneurolégico cada seis meses durante cinco afnos.

Se concluye que es efectivo realizar PCR a los contactos intradomiciliarios de primer orden de pacientes
multibacilares para detectar personas infectadas por M. leprae y asi lograr un diagnéstico precoz y cortar la cadena
de transmision.
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SUMMARY

Polymerase chain reaction was carried out in 37 household contacts of patients diagnosed with multibacillary
leprosy (first-order household contact) in order to detect potential new leprosy patients or individuals infected
but asymptomatic with Mycobacterium leprae and not sick. By analysis of the test, six people resulted positive,
and underwent a dermatoneurological examination. Two of them had skin lesions consisting of nodules and a
macula with a micro-papular border, respectively. Smear microscopy and biopsy were performed on both and the
results were a positive smear microscopy and biopsy examination compatible with lepromatous leprosy in one
case and negative smear microscopy and biopsy compatible with tuberculoid leprosy in the other. The patients
who presented a negative physical examination also underwent an abdominal ultrasound in search of visceral
lesions and the tests were negative in all of them. It was decided to give the totally asymptomatic patients a
prophylactic treatment with rifampicin and dapsone, considering that they could be in the pre-clinical stage or
in the incubation period, and they will be followed up with a dermatoneurological examination every six months
for five years.

In conclusion, we consider that it is effective to perform PCR on first-order household contacts of multibacillary
patients to detect people infected by Mycobacterium leprae and thus achieve an early diagnosis and interrupt the
chain of transmission.

KEYWORDS: PCR, early diagnosis, leprosy.

INTRODUCCION

La lepra es una infecciéon granulomatosa, de distribucién mundial, causada por Mycobacterium
leprae (M. leprae) y por el Mycobacterium lepromatosis (M. lepromatosis). Se puede clasificar,
segun el nimero de lesiones cutdneas, en dos grupos:a) grupo paucibacilar (con menos de seis
lesiones, sin presencia de BAAR en biopsias), que incluye las formas clinicas indeterminada,
tuberculoide tuberculoide (TT) y borderline tuberculoide (BT), y b) grupo multibacilar (con seis
0 mas lesiones, y presencia de BAAR en la biopsia), en el que se agrupan las formas borderline
borderline (BB), borderline lepromatosa (BL), la lepra lepromatosa (LL) y la lepra histiode, sien-
do esta ultima una forma muy poco frecuente que puede presentarse como reactivaciéon por
tratamiento incompleto o mas raramente como forma inicial de esta enfermedad.

Dado que el M. leprae no es cultivable in vitro, el actual desarrollo de técnicas moleculares,
entre ellas la secuenciacién de los genes 16S rARN o hsp65, son de especial utilidad para el
diagnéstico de confirmacion de esta enfermedad en presentaciones atipicas.'

El descenso mundial de la prevalencia de la lepra no ha coincidido con un descenso de su in-
cidencia, lo cual indica que no se ha podido prevenir la transmision de la enfermedad. A pesar
de la escasez de pacientes con LL, la mayoria de los habitantes de dreas endémicas presentan
signos de exposicion al M. leprae, hecho que podria explicarse por la presencia de infecciones
subclinicas baciliferas en las comunidades.?

En la lepra, el diagndstico temprano es fundamental para evitar la apariciéon y evoluciéon de
secuelas en los pacientes. Para incrementar la sensibilidad y la especificidad en la deteccion de
M. leprae muchos autores han desarrollado métodos basados en la técnica de Reaccién de la
polimerasa en cadena, por sus siglas en inglés (PCR).

La lepra en el humano, posee un periodo de prevalencia bastante largo de entre dos a diez
anos. El diagndstico molecular mediante PCR es de gran utilidad en los casos en que la sensi-
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bilidad de la baciloscopia es muy baja, ya que para la deteccién mediante esta técnica se re-
quieren del orden de 104bacilos por gramo de tejido, especialmente en los pacientes con lepra
indeterminada (LI) o que se encuentren en el polo tuberculoide, donde la presencia de BAAR
es rara o ausente. Dada la imposibilidad de cultivar in vitro, y que el tiempo de generacién de
M. leprae es de 20 dias, el diagndstico por inoculacién en animales de experimentacién retrasa
en gran medida el diagndstico. En almohadilla de ratén no se visualizan bacilos hasta los seis a
ocho meses de la primoinfeccion y en armadillo hasta alrededor del aio. Por otro lado, si exis-
tiese la necesidad de hacer un diagnéstico diferencial especifico con otras micobacterias, la
baciloscopia no resuelve este problema dado que todas las micobacterias son indistinguibles
fenotipicamente. A lo que se ha de sumar que las técnicas seroldgicas disponibles y comercia-
lizables son inconcluyentes.

Por lo tanto, el PCR va a solventar muchos problemas diagndsticos que no era posible solu-
cionar con las técnicas clasicas disponibles, ya que es una técnica muy sensible (diagndstico
clinico) y especifica (diagnéstico diferencial). También puede ser de utilidad ante la necesidad
de discernir entre recidivas o leprorreacciones, y andlisis de la respuesta individual (posibilidad
de cuantificar carga bacteriana o deteccidn de bacterias viables) o resistencias al tratamiento,
pudiendo prevenir asi la aparicidn de resistencias a la multidrogoterapia.

DIAGNOSTICO MOLECULAR DEL M. LEPRAE

Esta técnica se ha convertido en una herramienta indispensable en el dmbito de la biologia
molecular e ingenieria genética. El objetivo de esta técnica es la amplificacién in vitro de un
segmento especifico de 4cidos desoxiribonucleicos (ADN).?

En un estudio realizado en la isla de Providencia en Colombia se platea que las personas con
infeccidn subclinica de lepra que alojen el bacilo en su nariz pueden esparcirlo en la comuni-
dad. La infeccién subclinica se puede demostrar mediante métodos moleculares que detectan
el ADN del bacilo de Hansen en el moco nasal y por la presencia de anticuerpos IgM contra el
glucolipido fendlico de la pared celular del bacilo (GLP-1) circulantes en la sangre del individuo
infectado. Se considera que en 80 a 90 % de los casos, la lepra comienza como una mancha
hipocromica e hipoestésica, etapa en que se la denomina‘lepra indeterminada’y puede diag-
nosticarse clinicamente. En dicho estudio en el 2009, se confirmaron dos casos de lepra multi-
bacilar histioide en la isla de Providencia, donde los programas de salud no tenian registros de
la enfermedad. El primero fue en una adolescente de 14 afos y, posteriormente, se encontré la
misma forma clinica de la enfermedad en su padre.*

Se plantea que si bien no es necesario el diagnéstico por PCR para los pacientes de lepra
con alta carga bacilar y un gran nimero de lesiones, si resulta muy util para el diagndstico
en situaciones tales como la presentacion clinica con escaso numero de bacilos de M. leprae
(paucibacilar) y para pacientes dificiles de diagnosticar. La detecciéon de ADN del M. leprae en
diversas muestras provenientes de los contactos familiares con los enfermos de lepra es muy
prometedora. Aunque obtener un resultado positivo para la PCR no es suficiente para estable-
cer una relacion causal como resultado de la enfermedad, una cuantificaciéon proporcionada
por la gPCR es un indicativo muy claro de un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad y
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podria alertar a los médicos a seguir mas de cerca estos contactos o incluso para ordenar una
quimioprofilaxis.®

La PCR, es una técnica de amplificacion de material genético muy poderosa basada en los
mecanismos de replicacion del ADN. Su sensibilidad es tan alta que permite la deteccion de
una sola molécula de ADN en una muestra dada y su especificidad -que depende de las se-
cuencias elegidas para los oligonucleétidos iniciadores de la reaccién- puede distinguir, si se
desea, hasta cepas dentro de la misma especie. Para la lepra, se han descrito varios iniciadores
que permiten la deteccién e identificacion rapida y especifica de M. leprae en hisopos nasales
0 en muestras de tejido.5®

El Manual de Diagnostico Laboratorial del Programa Nacional de Control de la Lepra, ha conta-
do con la cooperacién técnica de la OPS/Ministerio de Salud Publica y bienestar social de Para-
guay en el 2017 plantea que la técnica de PCR se ha utilizado con éxito para detectar pequeias
cantidades de bacilos en los tejidos; ademads es util para demostrar la infeccidon subclinica en
los contactos; seguimiento del tratamiento; determinar la curacién de los pacientes o su resis-
tencia a los medicamentos de la terapia multidroga; distinguir la reaccion de la recurrencia; y
ayudar a entender los mecanismos de transmisién de M. leprae. Se basa en la amplificacion de
secuencias especificas del genoma de M. leprae y en la identificacién del fragmento de ADN
amplificado o de acido ribonucleico (ARN).’

En el afo 2015 en Cuba se realizd una evaluacién de diferentes muestras para la deteccién
molecular de M. leprae y se demostrd que en el100 % de los pacientes se detectd la presencia
de ADN de M. leprae a partir de la lamina de baciloscopia y el hisopado de linfa. Concluyéndose
que el diagnoéstico de M. leprae mediante PCR, es de gran utilidad cuando las técnicas conven-
cionales no son concluyentes. La lamina de baciloscopia y el hisopado de linfa constituyen las
muestras clinicas mas Utiles para la confirmaciéon molecular de la infeccién por M. leprae.®

El objetivo de este estudio consistié en realizar prueba de PCR para detectar M. leprae en mues-
tras de moco nasal de contactos intradomiciliarios de pacientes con lepra multibacilar, paralelo
al examen dermatoneurolégico.

MATERIALY METODO

Se realizé PCR (hisopadonasal) a 37 personas entre casos con antecedentes epidemiolégicos
(Contactos de primer orden) y casos sospechosos de lepra con el objetivo de diagnosticar
casos de lepra con cuadro clinico de dificil diagnéstico y personas totalmente asintomaticas
que pudieran estar en periodo de incubacién o periodo pre clinico. En el presente estudio se
utilizaron muestras de moco nasal teniendo en cuenta que las vias respiratorias altas, y espe-
cialmente la mucosa de las fosas nasales, son una de las principales vias de transmision. Se
realizé baciloscopia de linfa teniendo en cuenta el indice bacteriolégico, para estudiar el indice
bacterioldgico se realizé la coloracién de Ziehl Neelsen, se estudiaron 100 campos de luz con
aumento de 800 x.

La clasificacion fue segun las siguientes tablas:
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Ningun bacilo en toda la ldmina cod 0
De 1 a 10 bacilos en 100 campos cod1
De 1 a 10 bacilos en 10 campos cod 2
De 1 a 10 bacilos por campos cod 3

De 1 a 100 bacilos por campos cod 4

De 100 a 1000 bacilos por campos cod 5
Mas de 1000 bacilos por campos cod 6

Las muestras de baciloscopia de linfa y biopsia de lesion de piel se enviaron al Instituto Pedro
Kouri (IPK) en la ciudad de la Habana, Cuba, para control de calidad.

RESULTADOS

De las 37 pruebas realizadas resultaron positivas seis, a las que se le realizé examen dermato-
neurolégico cuyo resultado fue en un caso lesiones nodulares diseminadas con baciloscopia
positiva y biopsia de piel lepra lepromatosa, un segundo caso lesidon cutanea Unica consistente
en macula de bordes micropapuloides, baciloscopia negativa y biopsia lepra tuberculoide.

Tres de los casos fueron menores de 15 aflos con examen dermatoneuroldgico negativo, ultra-
sonido abdominal en busca de lesiones viscerales normal. (Tabla 1).

Tabla 1. Pruebas realizadas a los seis convivientes positivos por PCR

Contacto PCR Examen dermatoneurolégico Baciloscopia  Biopsia

Caso No1 Positivo ~ Nodulos cutdaneos y anestesia Positiva LL

CasoNo 2 Positivo  Macula con borde micropapuloide Negativa LT

CasoNo 3 Positivo  No lesiones cutdneas Negativa No se realiza.
Caso No 4 Positivo  No lesiones cutaneas Negativa No se realiza.
CasoNo 5 Positivo  No lesiones cutaneas Negativa No se realiza
CasoNo 6 Positivo  No lesiones cutdneas Negativa No se realiza

Se presentan las microhistorias de los casos positivos de PCR.
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CASONe 1

Paciente de 52 afos de edad que presenta PCR por hisopado nasal positivo al realizar el exa-
men dermatoneuroldgico presenta lesiones cutdneas consistente en nédulos cutaneos y anes-
tesia. Se atiende en la consulta provincial especializada y se notifica como LL y se impone tra-
tamiento MB (rifampicina, dapsona y clofazimina) por un afo.

Caso 1. Nodulos cutaneos

CASO Ne 2

Paciente de 34 afos de edad con PCR positivo que al examen dermatoneuroldgico presenta
lesién Unica consisten en una macula de unos 7 cm con bordes micropapulosos y disminucién
de la sensibilidad téctil, térmica y dolorosa.
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Caso 2. Macula con bordes micropapulosos

CASONe 3

20/03/2018: Paciente masculino de 5 afios de edad con antecedente de ser contacto de primer
orden de su padre diagnosticado el 06/03/2018 con LL, (que refiere el padre que dormia con el
nifno) el cual se encuentra en tratamiento.

Consulta Provincial Especializada

Se examina como contacto y el examen dermatoneurolégico es negativo, pero al referir el
padre que dormia con el nifio decidimos indicar PCR del hisopado nasal.

08/05/2018: Paciente sin lesiones en piel, con PCR positivo, se vuelve a examinar y continda sin
lesiones de piel. Se indica baciloscopia de linfa de auricular, codos y rodillas.

22/05/2018: Resultado Baciloscopia Cod 0. Se decide indicar ultrasonido abdominal en busca
de Hepatoesplenomegalia, para descartar una lepra visceral.

29/05/2018: Se recibe resultado de USG abdominal: Higado ligeramente reactivo de limites
maximos normales para su edad. Vesiculas sin alteraciones. Pancreas, bazo, rifones y vejiga
normal.

19/06/2018: Solicitamos Historia Clinica para confeccionar resumen y andlisis del caso para la
Comisién Técnica Nacional.

Se realiza:
* Baciloscopia: Cod 0 (09/05/2018)
* PCR positiva (08/05/2018)

* Examen dermatoneurolégico: Negativo
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Conclusiones: Teniendo en cuenta que el nifo mantiene un examen dermatoneurolégico ne-
gativo, con baciloscopia negativa, pero PCR positiva, se consideré como un caso infectado
con el M. leprae pero no enfermo, por lo que solicitd autorizacion para poner un tratamiento
profilactico por seis meses como un PB sin notificar y seguirlo como contacto por cinco afos.

Se comenzd tratamiento Paucibacilar por seis meses y sélo se pudo realizar por 30 dias por
anemia severa. Se repitiéd PCR y volvié a ser positivo. Se mantiene en seguimiento con examen
dermatoneurolégico cada seis meses.

CASO Ne 4

Nifa de 14 afos, contacto de dos casos diagnosticados en el Hospital Juan Manuel Marquez en
la Habana que son MB y que no estan controlados en tratamiento.

* Examen dermatoneurolégico: No lesiones cutdneas.
* Se realiza ultrasonido abdominal. No se observa visceromegalia.
Se impone tratamiento con rifampicina y dapsona por seis meses.

Se sigue en consulta cada tres meses, hasta el momento se encuentra asintomatica.

CASONe° 5

Nifa de 15 afos, contacto de dos casos diagnosticados en el Hospital Juan Manuel Marquez en
la Habana que son MB y que no estan controlados en tratamiento.

* Examen dermatoneurolégico: No lesiones cutdneas.
* Se realiza ultrasonido abdominal. No se observa visceromegalia.
Se impone tratamiento con rifampicina y dapsona por seis meses.

Se sigue en consulta cada tres meses, hasta el momento se encuentra asintomatica.

Nota: Los casos n°® 4y n° 5 son contactos de la misma fuente de infeccién.

CASO Ne 6

Paciente de 72 afos que al examen dermatoneurolégico se constatan lesiones en cara infil-
tradas eritematoescamosas y dedos de las dos manos con retraccién que refiere es por el tra-
bajo que realizaba, no tiene engrosamiento neural, ni anestesia, con biopsia de piel pénfigo
seborreico y tiene dos PCR positivas. Se impuso tratamiento para el pénfigo seborreico con
corticoesteroides y azatioprina. Las lesiones desaparecieron, sélo queda la retraccién de los
dos ultimos dedos de cada mano.

Se mantiene en seguimiento cada tres meses en consulta.

20



Caso 6. Retracciones de los dedos

CONCLUSIONES

* Resultaron positivos PCR en seis casos de los 37 estudiados.
* De los seis casos positivos de PCR cuatro resultaron asintomaticos.

* El PCR fue util para el diagnéstico temprano de dos pacientes.
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