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Sintesis

En Cuba el diagndstico convencional de la lepra se basa en las
manifestaciones clinicas y la baciloscopia. Esta ultima logra diagnosticar solo
un 20% de pacientes paucibacilares. Las técnicas moleculares representan
una herramienta util para este grupo de pacientes. Este trabajo presenta los
resultados de la introduccién de una PCR anidada para la detecciéon de
Mycobacterium leprae en diferentes muestras clinicas. El limite de deteccion
analitico de la PCR anidada se determin6 empleando ADN de M. leprae como
control positivo. Se compararon 4 métodos de extraccidon (Fenol/Cloroformo,
Chelex-100, y los métodos comerciales Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega) y QlAamp DNA Mini and Blood Mini Kit (Qiagen) para obtener
ADN a partir de laminas de baciloscopia. Se evalué la PCR anidada en
diferentes muestras clinicas (sangre total, exudado nasal, frotis de linfa, gotas
de linfa), provenientes de pacientes multibacilares (3) y paucibacilares (2),
diagnosticados en 2012. Como resultado se obtuvo amplificacion de los
controles positivos hasta 10-¢ de la concentracioén inicial. El método comercial
de Qiagen result6 el mas eficiente para extraer ADN de ldminas de
baciloscopia. Las muestras clinicas de pacientes multibacilares resultaron
todas positivas para la PCR anidada. Las muestras de pacientes
paucibacilares resultaron positivas con excepcion de una muestra de
exudado nasal. Esta investigacion permite establecer un protocolo de trabajo
para determinar la infeccién por M. leprae empleando una PCR anidada. La
aplicacion de esta metodologia, por primera vez en Cuba, posibilita un salto
cualitativo en el diagnostico de pacientes con lepra paucibacilar los que no
presentan hasta hoy, un diagnostico confirmatorio.
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Introduccion

1. Introduccion

La lepra es una de las enfermedades mas antiguas que conoce la humanidad.
Afos atras se consideraba incurable y sin lugar a dudas mutilante, ideas éstas
que permanecen en las mentes de muchas personas hoy en dia (Gonzalez
Prendes, 1963).

Los conocimientos sobre esta enfermedad han aumentado, sin embargo
continua siendo un problema de salud, especialmente en aquellos paises de
alta endemia donde las condiciones higiénico-sanitarias favorecen el contagio
(Gongalves Barreta et al., 2011). La lepra es una enfermedad cronica, infecto-
contagiosa, producida por el Mycobacterium leprae (bacilo acido alcohol
resistente, BAAR). Dependiendo de la susceptibilidad genética del paciente se
puede presentar de dos formas: paucibacilar (PB) y multibacilar (MB). Las
caracteristicas de la enfermedad en sus diferentes formas, son la resultante
de la respuesta inmunolégica del organismo humano ante la agresion del M.
leprae (Pérez et al, 2009). En la forma PB los pacientes presentan una
respuesta inmune celular capaz de destruir los bacilos, aunque se considera
que no es suficiente para eliminarlos. En este grupo de pacientes las lesiones
granulomatosas y la toma de los nervios son algunos de los sintomas clasicos.
En la forma MB, la respuesta inmune celular especifica esta practicamente
ausente, por lo que los bacilos se multiplican en los macréfagos y la infeccion
se disemina por todo el organismo (Vargas Salas, 2006). La lepra afecta
principalmente la piel, los nervios periféricos, la mucosa de las vias
respiratorias altas y los ojos (Anuja et al,, 2012).

Anualmente se diagnostican a nivel mundial mas de 200 000 casos. A pesar
de los esfuerzos realizados por las autoridades sanitarias, se desconoce con
exactitud las caracteristicas de la transmision de la enfermedad. Se considera
que aun permanecen sin diagnosticar cada afio, una cantidad de pacientes
equivalente al menos a un 30% de los diagnosticados (OMS, 2012a).

Cuba se encuentra segun la clasificaciéon de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) entre los paises con alta carga de lepra al diagnosticar entre 250
y 300 casos nuevos cada afio (MINSAP, 2012). La tasa de deteccién de casos
nuevos se ha mantenido estable, sin embargo ha aumentado entre los
menores de 15 afos. Ademas en 2011 el 79% de los casos diagnosticados
fueron de la forma multibacilar (Manguinga, 2012). El diagnoéstico de la lepra
segin el Programa Nacional de Control de Cuba se basa en la clinica, la
baciloscopia y la histopatologia, aunque estas tltimas son insuficientes sobre
todo en los pacientes con lepra paucibacilar (MINSAP, 2008).
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Introduccion

En la mayoria de los paises, sobre todo en aquellos de alta endemia y de bajos
recursos, la observacion de BAAR por medio de la tincion de Ziehl-Neelsen
modificada (ZNm), constituye una de las herramientas basicas para la
deteccién de pacientes multibacilares, los cuales representan la mayor fuente
infecciosa dentro de la poblacion (Chimenos-Kiistner et al, 2006). La
microscopia convencional (baciloscopia), ademas, es empleada para evaluar
la respuesta de estos pacientes frente a la poliquimioterapia (PQT),
tratamiento recomendado por la OMS, desde 1982 (OMS, 2000). En los
pacientes paucibacilares la baciloscopia es incapaz de confirmar la infeccién
con M. leprae, debido a la baja carga bacilar en estos pacientes y a la baja
sensibilidad de este método (20%) para este grupo (Alcaide Fernandez de
Vega et al., 2005). Es por esto que el diagndstico de los paucibacilares se basa
fundamentalmente en la clinica y se consideran los de mas dificil deteccion
dentro de la poblacion (Pérez et al, 2009). Por las caracteristicas de la
enfermedad se desconoce ademas, la proporcién de casos con infeccidon
subclinica en las poblaciones de alta endemia. Se plantea que estas personas
son los que mantienen activa la infecciéon dentro de la sociedad (de Almeida
et al, 2004). Los métodos convencionales no son capaces de determinar la
presencia de la infeccidn subclinica por lo que estos pacientes escapan a la
pesquisa y a la busqueda activa, y generalmente son detectados anos después
con dafios permanentes debido a la demora en el diagndstico (Wang et al,
2012).

Los estudios moleculares han sido una herramienta empleada para
diagnosticar la infeccion por varios agentes patégenos, sobre todo en
aquellos dificiles de detectar por métodos convencionales (Fernandez, 2012).
Varias han sido las dianas moleculares empleadas para detectar la infeccién
por M. leprae. Entre ellas las que amplifican algunas regiones repetidas del
genoma de esta micobacteria, denominadas Rlep, las que muestran alta
sensibilidad. Por otra parte, esta region ha sido utilizado ampliamente como
alternativa diagndstica (Martinez et al, 2009) y se estima que esta se
presenta en 28 copias en el genoma del microorganismo (Yooh et al., 1993).

En 2001 Donoghue y colaboradores disefiaron dos juegos de cebadores que
amplifican la regidon repetitiva de M. leprae mediante una PCR anidada (PCR-
Rlep). Esta variante en la técnica aumento6 la sensibilidad de la PCR. Estos
autores determinaron que esta técnica molecular es capaz de detectar
pequeiias cantidades de ADN de la micobacteria ain en muestras donde el
material gendmico se encuentra muy degradado (Donoghue et al.,, 2001). Esta
PCR ha sido utilizada para confirmar la presencia de la micobacteria en
laminas de baciloscopia negativas y en muestras clinicas de pacientes con
sospecha de padecer la enfermedad (Aye et al, 2011, Kamble et al., 2010).
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En nuestro pais, la aplicaciéon de esta variante molecular a ldminas de
baciloscopia supone ventajas importantes debido a que esta es la muestra
clave para el diagnéstico de la lepra, ademas de que su conservaciéon y
manipulacién es relativamente facil, lo que permitird la realizacion de
estudios retrospectivos. No obstante la posibilidad de emplear otras
muestras clinicas tales como exudado nasal y sangre total, para el diagnostico
de casos sospechosos de padecer lepra, seria una alternativa util y menos
traumatica que la obtencidon de linfa en los pacientes.

Es por esta razén que la implementacién de técnicas moleculares para el
diagnostico de la lepra en nuestro pais resulta importante en el
fortalecimiento de las capacidades diagndsticas del Laboratorio Nacional de
Referencia de Lepra (LNRL).

La aplicacion de esta técnica en nuestro laboratorio permitira contar con una
herramienta rapida, sensible y especifica para la deteccion oportuna de
pacientes con sospecha de padecer la forma paucibacilar de la lepra y
personas con infeccidn subclinica subyacente.

Teniendo en cuenta la baja sensibilidad de la baciloscopia para diagnosticar a
los pacientes paucibacilares y la importancia de introducir una herramienta
de diagndstico molecular en el IPK para la confirmacién de los casos con
dificil definicidn nos propusimos la siguiente investigacion.
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Objetivo General

Introducir un método de diagnostico molecular para la deteccion de
Mycobacterium leprae en diferentes muestras clinicas en el Laboratorio
Nacional de Referencia de Lepra

Objetivos Especificos

e Determinar el limite de deteccion analitico de la PCR anidada
utilizando controles positivos

e Comparar cuatro métodos de extraccion de ADN a partir de las
ldminas de baciloscopia de pacientes diagnosticados con lepra

e Evaluar la PCR anidada para la detecciéon de M. leprae en diferentes
muestras clinicas de pacientes paucibacilares y multibacilares
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2. Revision Bibliogrdfica

2.1. Mycobacterium leprae. Ubicacion taxonémica y caracteristicas
generales

En 1873 el Dr. Gerhard Armauer Hansen en Noruega, descubre el agente
causal de la lepra, Mycobacterium leprae. Esta constituy6 la primera bacteria
patégena descubierta en relacion con una infeccion (de Zubiria y Rodriguez,

2003).

M. leprae pertenece al Orden Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae, que
solo contiene al género Mycobacterium. Dentro de este género se encuentra el
complejo M. tuberculosis (MTB); cuyos miembros causan la tuberculosis en
humanos y animales e incluye a M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M.
caprae, M. canetti, M. pinnipedii, M. microti y M. mungi (Forrellad et al., 2013,
Silaigwana et al, 2012). También se encuentran las micobacterias
ambientales o atipicas de las cuales se han descrito hasta la fecha mas de 140
especies y son consideradas causantes de infecciones oportunistas (Lee et al.,

2012).

M. leprae es un bacilo intracelular obligado, inmévil y no esporulado. Sus
dimensiones se encuentran entre 0.3 a 0.5pm de ancho por 1.0 a 8.0um de
largo (Takade et al, 2003). Al microscopio Optico se observa como una
estructura rectilinea o curva. También en algunos pacientes puede formar
agrupamientos (globis) unidos por una sustancia llamada glea que puede
llegar a medir de 100 a 200um. Esta caracteristica lo distingue de otras
micobacterias (Vargas Salas, 2006). Esta micobacteria es un bacilo acido
alcohol resistente (BAAR) y su pared celular esta compuesta por
peptidoglicanos (N-acetilglucosamina y N- glicosilmuramico) esterificados
con unidades de arabinosa. Contiene abundantes lipidos complejos, algunos
de los cuales son exclusivos de las micobacterias y producen marcados
efectos bioldgicos en el hospedero. La capa de peptidoglicano,
arabinogalactano y acidos micélicos son en parte los responsables de que la

micobacteria retenga el colorante después de su exposicién a alcohol-acido
e —
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(acido clorhidrico - etanol) y es la base para el método clasico de tincién
Ziehl-Neelsen (ZN) (Yzquierdo, 2005). Los acidos micolicos son largas
cadenas de acidos grasos de 60-90 atomos de carbono, con pocos dobles
enlaces, esto le confiere hidrofobicidad a la capa y la convierte en una
efectiva barrera contra la penetracion de nutrientes hidrofilicos y
antibioticos (Grange, 1996). El lipido mas abundante y mas inmunogénico es
un glicolipido fenolico perteneciente a la familia I (GLF-I) (Alcaide Fernandez
de Vega et al, 2005). El protagonismo de este compuesto esta dado por su
papel en la interaccién de M. leprae con los nervios periféricos y de los

nervios con las células de Schawnn (Spencer y Brennan, 2011).

M. leprae se divide por fisién binaria en un periodo de 12 a 24 dias (Pérez et
al, 2009). Este microorganismo no se ha logrado cultivar en medios
artificiales aunque se puede mantener viable y metabdlicamente estable
durante 21 dias, en la almohadilla plantar de armadillos muertos y en
muestras de suelo con temperatura o6ptima de 30°C durante 45 dias
(Turankar et al., 2012). Para su propagacién se han empleado exclusivamente
modelos animales especialmente armadillos y ratones atimicos de tipo
knock-out (T900r, SCID, C57BL/6]) que presentan inmunodeficiencias
especificas (Sharma et al.,, 2013, Adams et al., 2012).

La comparacién entre el genoma de M. leprae y el de M. tuberculosis revela
que, el bacilo de Hansen ha sufrido una continua evolucion reductiva, que ha
dado como resultado la pérdida de al menos 2000 genes funcionales. El
tamafio de su genoma es 3 268 203pb mientras que el genoma de MTB es 4
411 532pb (Olmo Pinheiro et al, 2011). M. Ieprae, presenta
aproximadamente 1115 pseudogenes, esto implica que solo el 50% del
genoma codifica para funciones especificas (Akama et al., 2009). Es por ello
que una gran cantidad de rutas metabdlicas estdn ausentes y ello aumenta los
requerimientos especificos para su crecimiento y desarrollo, por lo que es un

parasito intracelular obligado (Torres Guerrero et al., 2012).

La lepra es una enfermedad exclusivamente humana, el bacilo se transmite

de hombre enfermo a hombre sano susceptible, se cree que por via
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respiratoria (Guedes Salgado y Gongalves Barreto, 2012). M. leprae es un
microorganismo de baja virulencia por lo que es necesario un contacto
intimo y prolongado entre el paciente como fuente de infeccién y el nuevo
hospedero susceptible (Vaquero et al., 2010). El hecho de que se hallaran
armadillos y primates con lepra no descarta la posibilidad de que ellos
también puedan ser fuentes de infecciéon en personas que habiten iguales

habitat (Sharma et al., 2013).

Se han realizado estudios para determinar la diversidad genotipica de M.
leprae utilizando distintos marcadores entre ellos las regiones variables
repetidas en tandem (VNTRs, siglas en inglés) que han permitido determinar
con mayor precision las caracteristicas de la transmisién. Por otra parte
empleando la técnica de polimorfismo de simple nucleétido (SNPs, siglas en
inglés) se ha determinado la presencia de 4 tipos diferentes denominados
SNPs 1-4 (Kuruwa et al, 2012, Matsuoka et al, 2009). A pesar de las
diferencias encontradas se ha demostrado que M. leprae esta altamente
conservado, presentando pocas variaciones en su genoma completo. En los
ultimos afios se han informado hallazgos de una nueva especie de
micobacteria, Mycobacterium lepromatosis, que causa mas casos de lepra
lepromatosa que Mycobacterium leprae. Existen informes de su presencia en
Singapur y México aunque sus caracteristicas no han sido totalmente

descritas (Phetsuksiri et al,, 2012, Yang Han et al,, 2012).

2.2. Lepra. Caracteristicas generales y clasificacion

La lepra es una enfermedad croénica, infecto-contagiosa, producida por el
Mycobacterium leprae. En épocas antiguas constituyé un azote y es
considerada una de las enfermedades mas antiguas que conoce la humanidad
(de Zubiria y Rodriguez, 2003). Fue declarada por la OMS dentro de las
enfermedades olvidadas en 2010 (Arulanantham, 2010, Smith et al, 2012).
Se debe tratar no solo como un trastorno médico, sino como una dolencia con
dimensiones psicoldgicas y socioeconomicas, que puede llegar a incapacitar
al paciente si no es atendida adecuadamente y a tiempo. Su gravedad va mas

alla del numero de enfermos y es necesario tener en cuenta la duracion de la
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enfermedad, el impacto de las incapacidades que causa y la repercusiéon

social para los enfermos y su familia (Vargas Salas, 2006).

Esta enfermedad afecta principalmente la piel, los nervios periféricos, la
mucosa de las vias respiratorias altas y los ojos. Afios atras se consideraba
incurable y mutilante, éstas ideas permanecen en las mentes de muchas
personas hoy en dia (Gonzalez Prendes, 1963). Los primeros sintomas suelen
ser a nivel neural con anestesia y parestesia en las zonas afectadas de la piel.
En las formas mas severas de la enfermedad hay infiltraciéon de grandes areas
cutaneas, especialmente en las zonas cartilaginosas de la nariz y las orejas
(Massone et al., 2013). Las membranas mucosas de la nariz, son invadidas
por un gran numero de microorganismos. Las lesiones pueden ser
hipocrémicas o hipercréomicas, desde pequefias y Unicas hasta multiples y
grandes incluyendo ndédulos (Dimri et al., 2012). El diagnéstico tardio puede
provocar la aparicion de discapacidades que van desde la falta de
sensibilidad hasta la paralisis motora de un miembro. También puede dar
lugar a lesiones secundarias no propias de la patologia como son las
quemaduras, heridas y el mal perforante plantar, que de no ser tratados
adecuadamente llegan a la destruccién o reabsorcion del hueso (Moonot et
al, 2005). La desfiguracion tipica que sufre el sujeto con lepra, como la
pérdida de extremidades debido a la lesion dsea, o la llamada facies leonina
en la que el rostro se asemeja al de un le6n con gruesos nédulos cutaneos,

son signos avanzados de la enfermedad (Wang et al., 2012).

Las caracteristicas de la enfermedad en sus diferentes formas, son el
resultado de la respuesta del organismo humano ante la agresién del M.
leprae (Pérez et al., 2009). Las interacciones entre el patégeno y el sistema
inmune, constituyen un modelo para investigar los mecanismos basicos de la

regulacion inmunitaria en el ser humano (Vaquero et al., 2010).

El desarrollo de la lepra depende no solo de la presencia del bacilo de Hansen
sino de las caracteristicas de la respuesta inmune del hospedero susceptible
(Torres Guerrero et al, 2012). Los diferentes sistemas de clasificacion han

pasado desde los criterios que tienen en cuenta solamente las
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manifestaciones clinicas hasta una mas compleja y completa desarrollada por
Ridley y Jopling en 1962. Las bases de este sistema de clasificacidon son las
caracteristicas clinicas, la histopatologia, la inmunologia y los resultados del
analisis bacteriolégico (Ridley y Jopling, 1962). La clasificacion se divide en
Lepra Tuberculoide (T), Lepra Borderline Tuberculoide (BT), Lepra
Borderline Borderline (BB), Lepra Borderline Lepromatosa (BL) y Lepra
Lepromatosa (L)(Degang et al,, 2012).

Debido a que la lepra es una enfermedad considerada de personas pobres y
que por sus implicaciones sociales en muchos paises subdesarrollados son
los voluntarios religiosos quienes realizan la labor de pesquisa activa y
tratamiento, la OMS en 1997 desarrollé una clasificacion para usos
operacionales (clasificacion operacional). La cantidad de lesiones que
presenta el enfermo al momento del diagnodstico es la base de esta
clasificacion, dividiéndolos en tres grandes grupos Paucibacilares (PB) de
una lesién, Paucibacilares de 2 a 5 lesiones y Multibacilares (MB) todos
aquellos que tengan mas de 5 lesiones, esto es fundamental para definir el

tiempo de tratamiento (Torres Guerrero et al., 2012).

En Cuba la clasificacion que se emplea es la adoptada en el Congreso de
Madrid dividiendo la enfermedad en Lepra Indeterminada (LI), Lepra
Lepromatosa (LL), Lepra Borderline Lepromatosa (LBL) y Lepra Borderline
Borderline (LBB), Lepra Tuberculoide (LT) y Lepra Borderline o Dimorfa
(LD). Esta ademas se vincula con la operacional segin la cual los pacientes
MB se corresponden con los de LL, LBL y LBB, mientras que los pacientes PB

son los de LT y LBT (de Araujo Stefani et al.,, 2012, MINSAP, 2008).

2.3. Patologia

A pesar de que las manifestaciones clinicas que se observan en los enfermos
son muy variables no se ha demostrado que existan diferencias sustanciales
entre las distintas cepas de M. leprae (Kuruwa et al, 2012). Estudios de
polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP, siglas en

inglés) de distintas cepas de M. leprae obtenidos de infecciones activas a
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animales y al hombre muestran una gran similitud. Asimismo este
microorganismo no produce endotoxinas ni exotoxinas u otros factores de
virulencia que pudieran ser los responsables de la infeccion y el desarrollo de
la enfermedad (Bochud et al,, 2009). Se ha determinado que la presencia del
GLF-I y del lipoarabinomanano en la membrana pueden ser los responsables
de algunos mecanismos de evasion y de modulacion de la respuesta inmune.
Estos compuestos son capaces de captar metabolitos reactivos del oxigeno y
suprimen la inmunidad mediada por células (Scaliante de Moura et al., 2008).
La presencia de gran cantidad de bacilos por gramo de tejido en pacientes
con Lepra Lepromatosa, sin evidencia de toxicidad, apoya la hipoétesis de que
la patologia de la enfermedad depende de la respuesta del hospedero

(Spierings et al., 2000).

El amplio espectro clinico e inmunopatolégico de esta enfermedad se
correlaciona con los diferentes patrones de respuesta Th1/Th2. La activacion
de clones especificos de linfocitos T CD4+, de manera preferencial, es
importante en su patogenia y constituye un modelo natural de esa dicotomia
en la respuesta inmune (Vaquero et al, 2010). En ambas formas polares de la
enfermedad se puede definir un patrén de citoquinas de secreciéon que son
las que determinan las diferentes manifestaciones clinicas. Los factores que
le confieren a una persona resistencia o susceptibilidad a padecer la
enfermedad, no estan bien esclarecidos. Entre las hipotesis que se manejan
estan las que involucran factores genéticos, diferencia en el microambiente
de citoquinas celulares, disfuncion en las células presentadoras de antigenos
y en los macrofagos, ademas de alteracion de los receptores de desechos que
se expresan en las células de la inmunidad (Toll like receptors) entre otras
(de Léséleuc et al, 2013, Olmo Pinheiro et al, 2011). Ademas se plantea la
posibilidad de que el tipo de lepra que se padezca pueda estar relacionada
con la sobreexpresion aumentada del gen Nramp-1 (natural resistance
associated macrophage protein 1, siglas en inglés), que se encuentra
disminuido en pacientes con lepra lepromatosa debido a la baja expresion de
IRF-8. Este es un factor de transcripcion especifico del macréfago que

participa en la expresion regulada de las citoquinas proinflamatorias IL12,
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IL18 e IL1B (Hatta et al., 2010, Vejbaesya et al., 2007 ). Otro de los factores
que puede tener influencia en la susceptibilidad a padecer la enfermedad es
el polimorfismo en los genes del complejo mayor de histocompatibilidad

(HLA o MHC, siglas en inglés) (Alter et al, 2011).

En el polo lepromatoso, la respuesta celular es totalmente inadecuada o nula,
por lo que los bacilos logran multiplicarse dentro de los macréfagos, esto
provoca la diseminacién de las lesiones y la afectacién de varios drganos
(Santos et al.,, 2002). La inmunidad humoral estd exacerbada aunque esta no
logra eliminar al patégeno intracelular y provoca una gran cantidad de
inmunocomplejos circulantes que se depositan en distintos érganos (Rojas y

Segal-Eiras, 1997).

En el polo tuberculoide, la respuesta celular es la adecuada aunque se
considera insuficiente para eliminar los bacilos. Esta estimula la activacion de
los macrofagos y la destruccién de al menos parte de los bacilos. En estos
pacientes las lesiones son pocas y se limitan a la piel y los nervios periféricos

(Vanderborght et al., 2004, Santos et al., 2000).

Los mayores dafios que aparecen en los pacientes estan asociados a los
mecanismos de hipersensibilidad retardada. Estos se ponen de manifiesto en
los pacientes con lepra tuberculoide durante el transcurso de episodios
agudos reaccionales (reacciones Tipo 1) y la formaciéon de inmunocomplejos
en el caso de los pacientes con lepra lepromatosa o cercanos a ese polo

(reacciones Tipo 2) (Spierings et al., 2000).

La diferencia en la respuesta inmune de los pacientes es un fenémeno
complejo y multifactorial, que depende de alteraciones en la red de
interacciones celulares y moleculares que forman parte de la respuesta
inmunitaria. Determinar los mecanismos intrinsecos de la misma permitiria
una mejor comprension de su patogenia y el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas.
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2.4. Estado actual de la lepra en el mundo y en Cuba

La enfermedad de Hansen es una de las mas complejas de todas las
enfermedades bacterianas descritas en el hombre. En 2011 se diagnosticaron
a nivel mundial 219 075 casos nuevos con una tasa de deteccion de 4,06 por
cada 100 000 habitantes (OMS, 2012b). Segun el reporte anual presentado
por la OMS, solo 105 paises informan la deteccién de nuevos casos de lepra y
en algunas regiones del mundo como Europa no se informa ninglin caso
nuevo. Las regiones del Sudeste Asiatico, Africa y América presentan las
mayores tasas de deteccién de casos y de prevalencia. Durante el 2011, el
94% de los casos (206 285) fue diagnosticado en; Angola, Bangladesh, China,
Republica Democratica del Congo, Indonesia, Madagascar, Mozambique,
Myanmar, Nepal, Filipinas, Sri Lanka, Sudan, Brasil y La India. La India y
Brasil diagnosticaron el 58% y 16% respectivamente del total de casos del
afio 2011 (OMS, 2012b). Durante el primer semestre del afio 2012 el nimero
de casos registrados fue aproximadamente 181 941, siendo nuevamente los

paises del Sudeste Asiatico los que mas casos aportaron a esta estadistica.

En la region de las Américas, durante el periodo 2006 a 2011 hubo una
disminucién progresiva del nimero de casos nuevos de lepra, de 47 612 en
2006 a 36 832 en 2011 (reduccion de 22,6%). En el mismo periodo la
prevalencia disminuy6 de 0,71 x 10 000 habitantes en 2006 a 0,37 x 10 000
en 2011 (reduccion de 47,8%). En 24 de los 35 paises de esta misma region,
el 6,5% de los casos nuevos detectados presentaban discapacidad grado 2, lo
que confirma que fueron diagnosticados tardiamente (OMS, 2012b). La
cantidad de pacientes diagnosticados con lepra multibacilar es una medida
de la existencia de focos activos de infeccion entre la poblacién. En la regiéon
de las Américas durante 2011, el porciento de pacientes diagnosticados con
lepra multibacilar entre los casos nuevos estuvo entre el 33,93% en Ecuador
y el 84,12% en Argentina. Todos los paises americanos excepto Brasil, han
cumplido con la meta de eliminar la lepra como problema de salud a nivel
nacional y 18 ya la han eliminado como problema de salud a primer nivel

sub-nacional. La Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS) ha decidido
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clasificar a los paises segun la cantidad de casos diagnosticados anualmente,
en paises con baja carga de la enfermedad y paises con alta carga de la
enfermedad. Entre los paises con baja carga estan los que no reportan casos o
reportan menos de 100 casos anuales y entre los de alta carga se encuentran
los que reportan mas de 100 casos anuales. Cuba se encuentra entre los
paises con alta carga de la enfermedad pues se diagnostican de 250 a 300

casos nuevos cada afio (MINSAP, 2011).

En Cuba después de 1959 se desarrollaron Programas de Control que
permitieron disminuir el nimero de casos y garantizar la deteccion precoz. A
partir de 1988 cuando se comenz6 a implementar la PQT, se evidencié una
reduccion sustancial de los casos de una tasa de prevalencia de 5,6 x 10 000
habitantes en 1988 a 0,2 x 10 000 habitantes de 2003 a 2008, observandose
un ligero aumento hasta 0,3 x 10 000 que se ha mantenido en los ultimos 4
afios. Cuba y Colombia son los dos paises de la regiéon que estan a punto de
alcanzar la meta de eliminacién de la lepra como problema de salud a nivel
de municipios. En Cuba la tasa de detecciéon de casos nuevos no se ha
mantenido estable, varia entre un 1,6 hasta un 3 x 100 000 habitantes
(Manguinga, 2012). Las provincias de Camagiiey, Ciego de Avila, Granma,
Guantanamo y el municipio especial Isla de la Juventud, fueron las de mayor

incidencia en el pais durante 2011 (Tabla 1).

El aumento de la deteccién de casos nuevos entre los menores de 15 afos,
también es una caracteristica del comportamiento de los parametros en los
ultimos afios. La enfermedad de Hansen tiene altos indices de incidencia y
continda afectando la calidad de vida de miles de personas que son
diagnosticados tardiamente. Los diagndsticos tardios en Cuba en 2011 fueron
el 23% de los nuevos diagnosticados y la proporcién de casos con

discapacidad grado 2 fue de 8,6% (MINSAP, 2011).
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Tabla 1: Tasa de deteccion de casos nuevos y prevalencia de lepra por

provincias. Cuba, afio 2011

Incidencia® Prevalencia**
Provincias

I No. Tasa No. Tasa

Pinar del Rio 7 1,2 11 0,2
Artemisa 5 1,0 5 0,1

La Habana 20 0,9 27 0,1
Mayabeque a 1,0 5 0,1
Matanzas 2 0,3 5 0,1
Villa Clara 10 1,3 10 0,1
Cienfuegos 3 0,7 aq 0,1
Sancti Spiritus 3 0,6 3 0,1
Ciego de Avila 22 5,2 19 0,4
Camagley 33 4,2 35 0,4
Las Tunas =] 1,7 5 0,1
Holguin 17 1,6 21 0,2
Granma 44 5,2 60 0,7
Santiago de Cuba 29 3,7 39 0,4
Guantanamo 30 5,9 34 0,7
Isla de la Juventud 6 7,0 6 0,7
Total 254 2,3 289 0.3

* Tasa por 100 000 habitantes
** Tasa por 10 000 habitantes. Prevalencia puntual al 31 de diciembre

2.5. Métodos convencionales de diagndstico

El diagnostico de la lepra ha sido un tema polémico en todas las épocas. Las
primeras descripciones de la enfermedad tenian un componente totalmente
clinico, el cual se complement6 con el diagndstico bacteriol6gico mediante la
tincion de ZNm (Pérez et al,, 2009). Sin embargo debido a las caracteristicas
de la respuesta de los hospederos a la infeccidn, y las diferencias en las
manifestaciones clinicas es necesario que los facultativos tengan una

experiencia previa para llegar a un diagnoéstico certero.

2.5.1. Diagnédstico clinico

El diagnéstico clinico se denomina dermatoneurolégico y deben realizarlo los
dermatélogos que son los especialistas facultados para ello. Durante este
examen se debe explorar primeramente toda las areas del cuerpo en especial
aquellas zonas que se consideran mas frias en las cuales tienden a aparecer

los primeros sintomas de la enfermedad (ILEP, 2002). La exploracion se
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centra en la busqueda de maculas eritematosas, papulas y placas. Ademas se
debe explorar la sensibilidad en aquellas zonas o manchas sospechosas. Se
debe evaluar la existencia de zonas hipoestésicas, anestésicas o con
trastornos de la sensibilidad térmica y dolorosa. Al mismo tiempo durante el
analisis se deben palpar entre otros los nervios cubital y radial, para detectar
engrosamiento (MINSAP, 1999). Los sintomas y signos caracteristicos llevan
a una sospecha de la enfermedad que debe ser confirmada por la baciloscopia
y el diagnostico histopatoldgico (Pérez et al., 2009). En zonas rurales de alta
endemia donde no existen los recursos para realizar una baciloscopia o el
personal que realiza el diagnéstico no esta capacitado para hacerlo, la clinica
constituye la principal herramienta. En pacientes que padecen lepra
paucibacilar, en los que la baciloscopia es negativa, la clinica es la clave para
el diagnostico (Chimenos-Kiistner et al, 2006). Los antecedentes
epidemiolégicos también son datos a tener en cuenta para llegar a una

conclusion.

2.5.2. Diagnédstico bacteriolégico

La baciloscopia es una técnica de microscopia en la cual se observan los
bacilos a partir de la tincién de un frotis. La tincién empleada es la de ZNm
para determinar la presencia de bacilos acido-alcohol resistentes. La
observacion de BAAR en un frotis de linfa es la confirmacién de un
diagnostico. En Cuba el Programa de Control establece la toma de cuatro
muestras, que provienen de las auriculas y los codos, de las cuales se
recolecta la linfa. Adicionalmente cuando el paciente no ha tomado la terapia
especifica de lepra o alguna otra terapia antibacteriana al menos una semana
antes de la toma de muestra, se debe realizar un extendido del mucus
obtenido a partir de un exudado nasal. Otra muestra valida al momento del
diagndstico es la linfa de una lesion de piel, teniendo en cuenta el tiempo de
evolucion de la misma por medio del interrogatorio al paciente (MINSAP,
1999). Los resultados se expresan como un indice que aumenta de manera
logaritmica y mide la cantidad de bacilos observados por campo de luz y que

se denomina indice bacteriolégico (IB). E1 IB se expresa en valores que van de
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0 a 6 y se ha demostrado que disminuye en pacientes con lepra multibacilar
después de comenzado el tratamiento. Dependiendo del IB o codificacién de
la lamina, se definen las estrategias de tratamiento y es el pardmetro
utilizado para evaluar la evolucién y respuesta de los pacientes con lepra
multibacilar a la poliquimioterapia (Shen et al, 2012). También se debe
informar el indice morfolégico (IM) que indica la cantidad de bacilos integros
que se pueden observar al microscopio 6ptico, en relacién al total de bacilos
en la lamina. Esta relacion permite evaluar de forma relativa la efectividad

del tratamiento (Pérez et al., 2009).

La baciloscopia es una técnica poco sensible, su sensibilidad va desde un 80%
en los pacientes con lepra multibacilar hasta un 20% en los pacientes con
lepra paucibacilar (Alcaide Ferndndez de Vega et al., 2005) y su especificidad
es de un 100% pues la presencia de BAAR en la linfa es evidencia de una
infeccion por M. leprae. Sin embargo su confiabilidad depende en gran
medida de la pericia del técnico desde el momento de la toma de muestra y el

procesamiento hasta la observacion (Premanshu et al., 2008).

2.5.3. Diagnédstico histopatolégico

La histopatologia es una técnica importante para reunir evidencias de la
infeccion por M. leprae (Bijjaragi et al, 2012). La biopsia de piel para
identificar BAAR en las zonas cercanas a los nervios, ademas de la busqueda
de evidencias de dafio neural es el principal objetivo de este estudio
complementario. El resultado de la histologia también permite definir la
clasificacion de un caso nuevo. Esto resulta muy importante en etapas
tempranas de la infecciéon cuando no se observan las manifestaciones clinicas
y se puede detectar el dafio en los nervios (Williams et al., 2013, Jayalakshmi,
1980). En ocasiones la biopsia no resulta valida debido esencialmente a los
errores en el proceso de obtencién la de muestra. Se debe seleccionar una
lesion representativa y realizar la biopsia en la zona mas activa (OMS,
2012a). Las principales tinciones que se emplean son la de ZNm, el Fite

modificado y la de Hematoxilina y Eosina (Sharma et al., 2008).
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En ocasiones el diagnostico definitivo de la enfermedad desde el punto de
vista histopatologico debe realizarse por probabilidades y se deben analizar
de manera global ademas de lo observado al microscopio, las caracteristicas
clinicas y epidemioldgicas del paciente. Se considera un diagnodstico
concluyente de lepra cuando se observan BAAR o granuloma en filete
nervioso. Una buena evidencia de lepra es la presencia de un manguito
perineural de linfocitos o un infiltrado inflamatorio (no granulomas)
confinado a sitios protegidos. Se puede decir que las evidencias sugieren
lepra cuando se observa destruccién de las glandulas sudoriparas o un
infiltrado inflamatorio principalmente en haces neurovasculares (Khan et al.,

2012).

Unido a las tinciones convencionales, los estudios inmunohistoquimicos son
también una herramienta para determinar la presencia de BAAR en las
muestras de tejido y determinar los cambios ocurridos en el tejido ain antes
de que aparezcan las manifestaciones clinicas en los pacientes (Anuja et al,

2012).
2.6. Métodos alternativos de diagndstico

2.6.1. Diagnéstico serolégico

Debido a las caracteristicas de la enfermedad, las investigaciones en los
ultimos afios han estado encaminadas al desarrollo de nuevos métodos de
diagnostico que permitan tener evidencias de laboratorio de la infeccion por
M. leprae y realizar la busqueda activa de la infeccion latente en poblaciones
de riesgo (Parkash et al, 1997). La respuesta inmune y la deteccién de los
niveles séricos de anticuerpos contra antigenos especificos ha sido una de las
herramientas empleadas. Las proteinas homologas a ESAT-6 y CFP-10,
proteinas de M. tuberculosis (Parkash, 2011), han sido utilizadas como dianas
para el diagnéstico serologico. Ademdas se ha empleado una proteina de
45kDa rica en serina, (Vega-Lopez et al., 1993) y la proteina de shock térmico
de M. leprae [M. leprae Hsp65] que es considerada una de las mas

inmunoreactivas de la micobacteria con la finalidad de detectar anticuerpos
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especificos que aporten evidencias al diagnéstico de la enfermedad (Marengo
et al, 2009). Algunos compuestos sintéticos derivados de la estructura de
disacaridos y trisacaridos encontrados naturalmente en la pared de M. leprae
(Oskam et al, 2003) han sido otras dianas utilizadas. Las proteinas
especificas de M. leprae se han obtenido de forma recombinante con el
objetivo de ser utilizadas como antigenos en el disefio de inmunoensayos
para el diagnéstico (Pena et al, 2011, Bobosha et al, 2011). De la misma
forma han sido obtenidas las proteinas provenientes de otras micobacterias
como M. habana y M. tuberculosis (Serafin-Lopez et al., 2011, Singh et al,
1994, Chaturvedi et al, 1995). Con estas y otras dianas se ha buscado
determinar presencia de anticuerpos en el suero de los pacientes a través de
ensayos de ELISA y otras pruebas seroldgicas rapidas (Geluk et al, 2011).
Estas han sido algunas de las dianas mdas empleadas sin embargo el
inmunoensayo empleado mayormente para los estudios en lepra ha sido el
glicolipido fenolico I (GLF-I). Con la elucidacion de su estructura quimica en
1981, y la determinacién de su capacidad antigénica en 1982, se comenzé un
nuevo camino en la busqueda de candidatos potenciales para el diagnostico
serologico (Scaliante de Moura et al., 2008). El GLF-I ha sido durante varios
afios el protagonista de las investigaciones en este sentido (Duppre et al,
2012). La deteccion de anticuerpos IgM altamente especificos con una
sensibilidad entre 80 y 90% en pacientes con lepra multibacilar y
relativamente baja (30-60%) en pacientes con lepra paucibacilar ha sido
considerablemente empleada para realizar pesquisas seroepidemiolédgicas

(Gongalves Barreta et al., 2011, Bazan-Furini et al., 2011).

La aparicion de titulos de anticuerpos especificos contra el GLF-I, esta
asociada con el nivel de exposicion de la poblacién al bacilo. Esto fue
evidenciado al detectar que en poblaciones de alta endemia, los niveles de
anticuerpos no difieren mucho entre los contactos, los pacientes y la
poblaciéon en general. En esas poblaciones la serologia no nos permite
diferenciar entre la infeccién subclinica y la enfermedad (Bobosha et al,
2011). Por otra parte en poblaciones de baja endemicidad existen diferencias

en los niveles de anticuerpos entre los contactos y los no contactos (Cardona-
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Castro et al, 2009). En Cuba este es el ensayo que se utiliza, empleando un
método ultramicroanalitico (UMELISA-Hansen), producido por el centro de
Inmunoensayos de Cuba. La deteccién de anticuerpos en poblaciones de
riesgo y en contactos de primer orden ha sido el uso principal dado a este

ensayo.

2.6.2. Diagnéstico molecular

La infecciéon subclinica en areas endémicas se ha considerado un factor
determinante pues si bien a nivel mundial la prevalencia de la enfermedad ha
disminuido, la incidencia se mantiene estable. La situacién actual de la
enfermedad en el mundo muestra que a pesar de los esfuerzos de las
autoridades no se ha logrado eliminar la transmisién (de Almeida et al,
2004). Se desconoce en gran medida la importancia de la infeccién subclinica,
su relevancia en la transmision y la proporcion real de casos subclinicos en
una poblaciéon dada. El conocimiento de estos datos podria esclarecer la
forma en que entendemos el fendmeno de la diseminacion, la transmision y
los factores de riesgo asociados a la infeccién con M. leprae. Las personas que
estdn en contacto permanente con los enfermos tienen mayor riesgo tanto de
contraer la infeccion como de padecer la enfermedad por lo que es
importante encontrar un método rapido, sensible y especifico que permita
realizar un diagnostico precoz entre los contactos intradomiciliarios de los

pacientes. (Bernardes Goulart y Goulart, 2008).

Las técnicas moleculares han sido una herramienta emergente para apoyar el
diagndstico y confirmaciéon de la infeccién por algunos agentes patégenos
(Fernandez, 2012). En el caso de la infeccién por M. leprae varios estudios se
han enfocado en realizar un diagndstico temprano de la enfermedad. La
aplicacion de la técnica de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) en la
deteccion especifica de M. leprae en muestras clinicas proporciona una alta
sensibilidad (deteccién de 10 a 100 bacilos) y una especificidad del 100%
(Dayal et al,, 2005). Con fines diagndsticos se han utilizado los genes que
codifican para las proteinas antigénicas de 15 kDa (Guerrero et al, 2002), 18

kDa (Scollard et al., 1998) y 36 kDa (Matheson et al.,, 2009), la proteina de 65
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kDa (de Wit et al.,, 1993), Ag85B (Martinez et al., 2006, Nébrega Martinez et
al, 2011), la secuencia repetitiva RLEP (Martinez et al.,, 2009) y la secuencia
especifica del ARNr 16S de M. leprae (Rudeeaneksin et al, 2008) y estas

dianas han demostrado ser altamente especificas.

La amplificaciéon de regiones del genoma de M. leprae ha sido el método
empleado fundamentalmente para la deteccién de la infecciéon subclinica,
pues en esta etapa los métodos convencionales suelen ser ineficaces
(Guerrero et al, 2002). Ademas se han realizado estudios de corte
transversal para determinar la infeccién subclinica en personas contactos de
pacientes en regiones de alta prevalencia, utilizando técnicas moleculares
que demuestran la presencia del ADN de M. leprae en diferentes muestras

clinicas de pacientes (Cardona-Castro et al., 2008).

Detectar la infecciéon en pacientes con lepra paucibacilar ha sido durante
muchos afos el principal objetivo del desarrollo de nuevos métodos de
diagnostico (Santos et al., 2001). El disefio de nuevas dianas moleculares y la
mejora de los métodos de deteccion de los productos de amplificacion han
permitido emplear los técnicas moleculares para confirmar el diagnostico en
los pacientes con lepra paucibacilar (Sugita, 2001, Pattyn et al, 1992).
Wichitwechkarn y colaboradores desarrollaron una PCR que permiti
confirmar el diagndstico en pacientes paucibacilares con IB 0 y serologia
negativa a partir de muestras de biopsia y laminas de baciloscopia,
amplificando un fragmento de 531 pb del genoma de M. Ieprae

(Wichitwechkarn et al., 1995).

En el diagnostico molecular, la toma de muestra es otro factor critico que
garantiza el resultado del ensayo. Para determinar la mejor muestra clinica,
se debe tener en cuenta no solo la carga bacteriana, sino que la toma de
muestra sea lo menos invasiva posible, lo cual en algunos casos puede influir
en la concentracion real de la micobacteria que se puede recuperar de la
muestra. En el caso de la deteccion de M. leprae se han realizado estudios
empleando muestras de biopsia, de tejido fresco, sangre, suero, exudados

nasales y frotis de linfa (Torres et al., 2003, Santos et al., 1995, Santos et al.,
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1997). En dependencia del gen que se desee amplificar las muestras mas
convenientes han sido la biopsia o la muestra de sangre. Otros estudios
revelan que en personas sospechosas y en poblaciones de riesgo la muestra
de exudado nasal ha resultado util, a la vez que mucho menos traumatica
para los pacientes. Sin embargo la presencia de ADN de la micobacteria en la
mucosa nasal de personas que habitan en zonas de alta endemia, puede ser

solamente signo de exposicion al bacilo (de Almeida et al., 2004).

La region repetida de M. leprae (Rlep) que tiene 28 copias en el genoma,
descubierta por Yooh y colaboradores, ha sido una de las dianas moleculares
empleadas para la deteccion y confirmaciéon de casos nuevos de lepra. Esta
misma secuencia fue utilizada por Wood y Cole para desarrollar una PCR que
amplifica un producto de 372pb, con una sensibilidad del 73% en pacientes
con IB 0 (Yooh et al, 1993, Woods y Cole, 1989). Se disefié una PCR anidada
basada en esta region, que amplificaba en la primera reacciéon un producto de
455pb y en la segunda reacciéon un producto de 320pb. Esta PCR permitio
aumentar la sensibilidad del ensayo hasta 85% en pacientes paucibacilares

(Jamil et al., 1994).

El empleo de dianas mas pequefias que las ya descritas ha sido una opcion
valida para lograr la amplificacion de ADN a partir de muestras que pudieran
estar degradadas o con baja carga bacilar. Estas muestras pueden provenir de
pacientes sin tratamiento o de los que han concluido la poliquimioterapia
pues se ha demostrado que permanece un ADN residual, varios afios después
de concluido la terapia, que pudiera estar asociado a las reacciones tardias

(Gupta etal, 2005).

Donoghue y colaboradores, disefiaron a partir de estos cebadores ya
establecidos un nuevo juego de cebadores, para una PCR anidada que
amplifica un producto en el primer paso de 129 pb y en el segundo paso un
producto de 99 pb. Los resultados mostraron que esta PCR es 1000 mas
sensibles que la PCR que amplifica el gen de la proteina de 36kDa muy

empleado en el diagnoéstico. Por otra parte lograron detectar ADN a partir de
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muestras arqueolégicas lo que indica la capacidad de esta técnica de detectar

bajos niveles de la bacteria (Donoghue et al., 2001).

Emplear dianas moleculares para diagnosticar la infeccién por M. leprae
garantiza un diagnostico rapido, las ventajas de un método sobre otro
dependen de las condiciones y de los recursos con los que se cuenta. Por otra
parte se prefieren utilizar dianas moleculares que estén en varias copias en el
genoma de la micobacteria y que su producto de amplificacién sea pequeiio.
Estas caracteristicas aumentan la sensibilidad en el diagnéstico debido a que
generalmente las muestras clinicas con las que se cuenta presentan baja
concentracion de bacilos y en ocasiones el material genémico esta degradado

(Donoghue et al., 2001, Plikaytis et al., 1990).

2.7. Tratamiento y resistencia

El tratamiento de la lepra ha pasado por varias etapas, desde el oscurantismo
cuando se consideraba un castigo divino e incurable, hasta la aparicién de
farmacos incipientes sin resultados considerables (de Zubiria y Rodriguez,
2003). En 1941 se comienza a emplear la dapsona como farmaco contra la

infeccion, con buenos resultados (Maeda et al., 2001).

La década de los 90 marcé pautas en el tratamiento y profilaxis de la lepra.
Debido a la alta resistencia observada en pacientes tratados con monoterapia
de dapsona, y los procesos de recaida, en 1991 se recomienda por la OMS la
poliquimioterapia (PQT) como tratamiento de eleccién para tratar los casos
de lepra. La PQT es una combinacién de farmacos que permite prevenir el
surgimiento de resistencia a los medicamentos (OMS, 2000). Existen distintas
presentaciones con los mismos medicamentos, pero en dosis mas bajas para
nifios (ILEP, 2002). Se puede administrar a pacientes VIH positivos, a
aquellos que se encuentra con tratamiento anti-retroviral y a pacientes bajo
tratamiento de MTB. Si un paciente de lepra recibe tratamiento para MTB, el
esquema PQT debe omitir la rifampicina siempre y cuando el tratamiento que

estd tomando ya la contenga. El tratamiento es integral: antibacilar,
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antirreaccional, de prevenciéon de discapacidades y de rehabilitaciéon (OMS,

2004).

La evaluacion de la eficacia del tratamiento ha sido uno de los objetivos de las
investigaciones en los ultimos afios. El empleo de técnicas moleculares para
detectar ADN de M. leprae a pacientes después de terminada la terapia ha
sido una de las herramientas mas utilizadas. La proteina de 18kDa de M.
leprae se emple6 para disefiar una reaccion en cadena de la polimerasa por
reverso transcripcion (PCR-RT) y se pudo determinar la eficacia de la PQT en
pacientes multibacilares. La sensibilidad de esta técnica fue de 63.3%
después de haber terminado el tratamiento, estos resultados no coincidieron
con el IB y la serologia al GLF-I, lo que indica que esta técnica tiene mayor
sensibilidad que las convencionales (Chae et al., 2002). Con esta técnica se
determiné que aun después del tratamiento se pueden detectar bacilos, en la
linfa de pacientes multibacilares. Ademas se han utilizado técnicas de PCR
para amplificar fragmentos del ARNm 16S especifico de M. leprae. El analisis
de la eficacia de la PQT empleando esta diana molecular ha sido otra
aplicacion de la PCR (Kurabachew et al,, 1998). Se han empleado otras PCRs
para determinar el efecto de la multidrogoterapia en pacientes tratados,
analizando las muestras de biopsia post tratamiento y comparandolas con el

resultado inicial de la PCR (Singh et al., 1999).

La resistencia a los farmacos es un fendmeno que se observa con baja
frecuencia una vez que se comienza a aplicar la PQT (Maeda et al, 2001). A
pesar de esto la resistencia a las drogas de primera generacién (dapsona y
rifampicina) y a las de segunda linea (fluoroquinolonas) se ha descrito
(Cambau et al, 1997). Los estudios de resistencia se han desarrollado
generalmente en modelos animales, aunque estos requieren de largos
periodos de experimentacién (Adams et al., 2012). El andlisis de marcadores
moleculares en el genoma de M. leprae que indican la resistencia a los
farmacos es importante para determinar las causas de las recaidas y la
reinfeccion (Cambau et al., 2012). La deteccion de mutaciones en los genes

rpoB, gryA y folP son algunas de las dianas moleculares que permiten realizar
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estos estudios. En paises de alta endemicidad el analisis del comportamiento
de estas variaciones garantiza el desarrollo de estrategias para evitar las
recaidas. El primer caso de resistencia a la dapsona se detect6é en 1964 y se
conoce que estaba relacionada con un polimorfismo en el gen folp1 (da Silva
Rocha et al,, 2011). La resistencia a la rifampicina esta asociada a mutaciones
en el gen rpoB segun estudios realizados en la almohadilla plantar de ratones.
Este farmaco actua bloqueando el paso de elongacién dependiente de ADN
durante el proceso de transcripcién que es llevado a cabo por la enzima
micobacteriana ARN polimerasa. La subunidad 3 de esta enzima es codificada
por el gen rpoB, por lo que mutaciones en este gen originan niveles de
resistencia (Somoskovi et al., 2001). Las fluoroquinolonas actdan sobre las
enzimas girasas dependientes de ADN, polimorfismos en el gen gyrA y gyrB
que codifican para esta enzima permiten que los microorganismos sean
resistentes a la accién de este farmaco (Degang et al, 2012, Matrat et al,
2008). Determinar mutaciones en los genes que indican resistencia es de
gran importancia para combatir los eventos de recaida y recidiva que
aparecen cada vez con mas frecuencia en las poblaciones de alta endemia

(Cambau et al.,, 1997).
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3. Materiales y Métodos
3.1. Tipo de estudio

Se realiz6é un estudio descriptivo con la finalidad de introducir un método
molecular para la detecciébn de Mycobacterium leprae en el Laboratorio

Nacional de Referencia de Lepra

3.2. Obtencion de los ADN patrones para la PCR anidada (PCR-Rlep)

Se obtuvieron dos controles para la reaccion de PCR anidada. El primer
patrén positivo fue un ADN puro de M. leprae obtenido a partir del
crecimiento en la almohadilla plantar de un armadillo de 9 bandas, de un
in6culo micobacteriano. Este ADN fue donado gentilmente por el laboratorio
de Biologia Molecular del Sanatorio San Francisco de Borja, Fontilles, Espafia
y procedia del Global Health Institute, Ecole Polytechnique Federal de

Lausanne, Department of Immunology, Lausanne, Switzerland.

Ademas se obtuvo ADN a partir de una lesiéon nodular de un paciente
multibacilar. Para la extraccion de ADN se emplearon 40 mg de tejido fresco
conservado y se utilizo el estuche comercial QIAamp DNA Mini and Blood

Mini Kit (Qiagen, EEUU) siguiendo las especificaciones del fabricante.

Se determind la concentraciéon de ambas muestras patrones de ADN y se
procedid a conservar una alicuota a 4°C y el resto a -70°C. Para determinar el
limite de deteccidon analitico de la PCR se procedié a realizar diluciones
seriadas desde 10-1 hasta 10-8 de la concentracion inicial. Se compararon los

limites de deteccion para ambos ADN patrones.

3.3. Reaccion en cadena de la polimerasa anidada (PCR-Rlep)

Teniendo en cuenta las condiciones descritas por Donoghue et al en 2001 se

establecieron las condiciones de la PCR anidada para el actual estudio.

Lic. Jenny Laura Ruiz Fuentes Pagina 25



Materiales y Métodos

3.3.1. Iniciadores para el método de PCR anidada

Se emplearon dos juegos de iniciadores especificos de M. leprae, descritos por
Donoghue et al, segun se describen en la Tabla 2. Estos fueron donados por el
Laboratorio de Biologia Molecular del Sanatorio San Francisco de Borja,

Fontillles, Espana.

Tabla 2. Secuencia de los iniciadores empleados en la PCR anidada para
detectar ADN de M. leprae en frotis de linfa y muestras clinicas

Iniciadores | Residuo Secuencia Tamafio del
producto
Lp1 490-509 TGCATGTCATGGCCTTGAGG 129 pb
Lp2 618-599 CACCGATACCAGCGGCAGAA 129 pb
Lp3 505-522 TGATGGGTCGGCGTGGTC 99 pb
Lp4 603-586 CAGAAATGGTGCAAGGGA 99 pb

3.3.2. Mezcla de reaccion y perfil de amplificacion de la PCR anidada

Se utiliz6 como secuencia diana un fragmento de 129 pb en la primera
reaccion y un fragmento interior de 99 pb en la segunda reaccion, del gen que
codifica para las regiones repetidas de M. leprae. La mezcla de reaccién
(25uL), contenia 5ul. de Green Go-taq Buffer 5X (Promega, EEUU), 2uL
(4mM) de MgCl», 0,125uL (1,25U) de taq polimerasa (Promega, EEUU), 0,5uL
(0,2mM) de una mezcla de desoxirribonucleétidos (dNTp mix 10mM), 0,5puL
de cada cebador a una concentracion de 15pmol/pL (0,3uM) y 11,375uL de
H20 bidestilada estéril. Ademas se anadieron 5uL de ADN molde para la

primera reaccion.

Para la segunda reaccion se emplearon las mismas condiciones descritas para
la primera. En esta ronda se afiadieron 2uL del producto la primera reaccién

de amplificacién, como ADN molde (Donoghue et al, 2001).
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El perfil de amplificacién en ambos casos fue: 94°C por 1min, seguido de 30
ciclos de 94°C por 30s, 58°C por 30s y 72°C por 30s, con una extension final a
72°C por 5min. La reaccion de amplificacion se llevéd a cabo un termociclador

(Peltier Gradient Thermal Cycler Model 4196, Nahita. AUXILAB, Espafia).

En cada reaccion se emplearon los dos controles positivos. Se utilizé un
control negativo para cada ensayo donde la mezcla de reaccién contenia agua
destilada estéril en lugar de ADN molde. Ademas se emplearon los controles

negativos de extraccion

3.4. Reaccion en cadena de la polimerasa para el gen de la 8 actina

Como control interno de la reacciéon de PCR se emple6 como secuencia diana
un fragmento de 202 pb del gen que codifica para secuencia de la 8 actina
(GenBank No de acceso NM_007393.3). La mezcla de reaccion (50pL)
contuvo Tris/HCI (pH 8.3) 10mM, KCl 50mM, MgCl; 1,5mM, dNTP 400uM,
iniciadores (foward: CCT TCC TGG GCA TGG AGT CCT G, reverse: GGA GCA
ATG ATC TTG ATC TTC) 0.5uM, 1,25U de taq polimerasa (Promega, EEUU) y
5uL de ADN molde. El perfil de amplificaciéon fue: 94°C por 3min, seguido de
40 ciclos a 94°C por 1min, 51°C por 2min y 1,5min a 72°C, con una extension
final de 7min a 72°C. La reaccidn se llevd a cabo en un termociclador (Peltier

Gradient Thermal Cycler Model 4196, Nahita. AUXILAB, Espaifia).

3.5. Deteccion de los productos de amplificacion en gel de agarosa

Los productos de la amplificaciéon de la primera y segunda ronda de la PCR
fueron analizados mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2% con
0,5pg de bromuro de etidio. La corrida electroforética se realizé a 70V con
tampon Tris Borato EDTA pH 8 (Tris Base 54g, Acido borico 27,5g, 20mL
EDTA 0,5M, 800mL H;0 bidestilada estéril) durante 90min. Los resultados de
la electroforesis fueron visualizados mediante un transiluminador con luz
ultravioleta (LKB 2011, Suecia) y se determinaron sus tallas por comparacién
con un patron de peso molecular de 50pb (Promega, EEUU). Los resultados
se documentaron empleando el sistema de documentacién de imagenes

UVIsafe D-55/20M version 15.08 (UVItec, Inglaterra).
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3.6. Métodos de extraccion de ADN a partir de laminas de baciloscopia

Para determinar el método de extraccion mas adecuado para las laminas de
baciloscopia se seleccionaron 40 laminas del afio 2010 pertenecientes a la
coleccion del Laboratorio Nacional de Referencia de Lepra. Estas laminas
cumplian con los parametros de calidad de tincion y codificacion y fueron
tomadas al momento del diagnéstico. Las ldminas se separaron en dos
grupos, las de codificaciéon = 4 que se clasificaron como ldminas de alta
codificacién y las < 1 que se clasificaron como laminas de baja codificacion.
En todos los casos se verificé la codificacién y se prepararon para la
extraccion. Las laminas fueron seleccionadas aleatoriamente para cada

método de extraccion empleado en este estudio.

De las 20 laminas trabajadas dentro del grupo de las de baja codificacion, 5
(25%) tenian una codificaciéon negativa, las cuales pertenecian a pacientes
paucibacilares. Como resultado del proceso de aleatorizacién de estas 5
ldminas, a 3 se les extrajo el ADN por el método de Qiagen, y las otras 2
fueron trabajadas una por el método de Fenol/Cloroformo y 1 por el método

de Promega.
Preparacion Inicial (Pre-tratamiento)

Se sumergieron las ldminas en xilol durante 15min para eliminar los restos
de aceite de inmersion y las mismas se dejaron secar hasta eliminar todo el
xilol. Se realizaron 4 lavados con 50uL de solucion NET 10 pH 8, (10mM Nac(l,
10mM EDTA, 10mM Tris HCl) y con una pipeta se rasparon los frotis de linfa.
Se recogieron estos lavados en un tubo eppendorf de 1,5mL resultando en un
volumen final de 200puL. Se afiadieron 20pL de proteinasa K 20mg/mL
(Merck, Darmstadt, Alemania) y 40uL de SDS 10%. Se calentaron las
muestras a 56°C durante 60min y luego a 97°C durante 10min en un bloque
térmico (Labnet, Bélgica). Se centrifugaron a 13 000 rpm por 6min. Se tomé

el sobrenadante y se comenz0 el proceso de extraccion.

Se analizaron 4 métodos de extraccion nombrados A, B, C, D. Para cada

meétodo se emplearon 5 laminas pertenecientes a cada uno de los dos grupos
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de estudio, es decir 5 ldminas de alta codificacién y 5 laminas de baja

codificacion.
3.5.1. Método A (Fenol/Cloroformo). Descrito por Ani et al, 2009

A partir de un tubo eppendorf con 200pL de muestra en NET 10 se afiadieron
250pl de Fenol/Cloroformo/Isoamilico (25:24:1 v:v:v), y el homogenizado se
mezcl6 por inversion 10 veces. Luego la mezcla se centrifugd a 13 000 rpm
durante 6min. La fase acuosa (superior) se recuperd sobre un tubo nuevo que
contenfa 250ul de Cloroformo/Isoamilico (24:1 v:v). Se centrifugé 13 000
rpm por 6min. De la misma manera, se recuperé la fase acuosa (superior)
sobre un tubo que contenga 400pl de Etanol Absoluto y 15ul de NaAc 3M pH
6, mezclar por inversion 10 veces. Se guard6 20min a -70°C. Se centrifugo por
6min a 13 000rpm. Se decant6 el sobrenadante y se afiadieron 500ul de
Etanol 70%, mezclar por inversion 10 veces. Se centrifugé por 6min a 13 000
rpm. Se decantd el sobrenadante y se dejo secar al aire. El ADN se

resuspendié en 100ul de H20 bidestilada estéril (Ani et al., 2009).

3.5.2. Método B (resina quelante Chelex-100). Descrito por de Armas et
al, 2011

Cada muestra resuspendida en un volumen de 200puL se dividi6 en 2
muestras de 100uL y se afiadieron en un tubo eppendorf de 1,5mL que
contenia 100pL de una soluciéon al 5% de Chelex-100 (Sigma, EEUU). Se
colocaron en un bloque térmico (Labnet, Bélgica) a 100°C por 10min. Se
dejaron enfriar y se homogenizaron en vortex. Se centrifugaron a 13 000 rpm
durante 5min y se tomo el sobrenadante que se conservé a 4°C (de Armas et

al, 2011).

3.5.3. Método C (Wizard®Genomic DNA Purification Promega). Descrito
por Queipo-Orturio et al, 2008

Se empled el estuche comercial Wizard® Genomic DNA Purification kit
(Promega, EEUU), las muestras se trataron como provenientes de fluidos

corporales. Se partié de 200uL de la muestra en NET 10 y el ADN se extrajo
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empleando soluciones que contenian RNAsas, soluciones de precipitaciéon de
proteinas y de lisis celular. Luego se realizaron pasos de precipitacion de
ADN con isopropanol y etanol al 70% siguiendo las especificaciones del

fabricante (Queipo-Ortufio et al., 2008).

3.5.4. Método D (QIAamp DNA Mini and Blood Mini Kit, Qiagen). Descrito
por Davoren et al, 2007

Se empled el estuche comercial QIAamp DNA Mini and Blood Mini Kit
(Qiagen, EEUU), las muestras se trataron como provenientes de fluidos
corporales. Se partié6 de 200pL de muestra en NET 10 y el ADN se extrajo
empleando soluciones que contenian RNAsas y de precipitaciéon de proteinas.
La muestra que contenia el ADN se introdujo en la columna de afinidad y se
realizaron lavados sucesivos con soluciones tampoén para eliminar los
contaminantes. El ADN se eluyé de la columna empleando una solucién

tampon segun las especificaciones del fabricante (Davoren et al., 2007).

3.5.5. Cdlculo de la concentracion y pureza de ADN

Cada muestra de ADN se corrid en una electroforesis en gel de agarosa al 2%.
Se les determiné la concentracion de ADN a 260nm en un espectrofotometro
(Eppendorf, Alemania) y se estimé la pureza por la relacion de la absorbancia
a D.0260nm/D.0280nm. Se considerd que el ADN tiene una pureza adecuada si la
relacion es > 1,8. Las muestras fueron alicuotadas y conservadas a -20°C

hasta su utilizacién

3.6. Analisis estadistico

El andlisis de los datos se realiz6 empleando el programa estadistico
Graphpad Prisma version 5.03 para Windows (Graphpad Software, San Diego
California, EEUU). Para la comparacién de las medias de las densidades
opticas (DO) a 260nm y la relacion (DO260nm/DOz280nm), se aplico el Test de
Kruskal-Wallis. Se realizaron 10 mediciones de la D.O de cada uno de los 4

métodos utilizados en el estudio.
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3.7. Evaluacion de la PCR anidada para la deteccion de M. leprae a partir

de diferentes muestras clinicas

3.7.1. Universo de estudio

Por otra parte del total de pacientes que asistieron al Laboratorio Nacional de
Referencia de Lepra para realizar una baciloscopia (20) durante el segundo

semestre de 2012, se estudiaron cinco pacientes.

3.7.2. Criterios de inclusion y de exclusion

Para la seleccidn de los pacientes los criterios de inclusion fueron: presentar
manifestaciones clinicas sugerentes de lepra y no haber sido diagnosticado

con lepra previamente.

Los criterios de exclusion fueron: haber tomado la poliquimioterapia o estar

tomando algun otro tratamiento antibacteriano.

A estos pacientes se les tomaron las muestras clinicas de rutina para el

diagnostico (MINSAP, 2008, MINSAP, 1999) ademas de sangre total.
3.7.3. Toma de muestras

3.7.3.1. Frotis de linfa (lamina de baciloscopia) y gotas de linfa

Se realiz6 la toma de muestra convencional para el diagnostico de lepra por
microscopia, (baciloscopia). En una lamina portaobjetos se marcaron 4
circulos para realizar un frotis de linfa de cada una de las 4 muestras
procedentes de las auriculas y los codos segun lo recomendado por la OMS y
el Programa Nacional de Control de Lepra (MINSAP, 1999, OMS, 2000). Se
procedié a limpiar la zona y a anemizarla con unas pinzas estériles.
Posteriormente se realizé una inserciéon con un bisturi No 14 y se realiz6 el
frotis de la linfa en la lJdmina. Luego durante la toma de muestra se procedié a
recoger en un tubo eppendorf de 1,5mlL, las gotas de linfa. La lamina de
baciloscopia se proces6 para ser codificada y se conservé a temperatura
ambiente hasta su utilizaciéon para extraer ADN. El hisopo con la linfa se

conservo a -202C hasta su utilizacion para la extraccion de ADN.
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3.7.3.2 Exudado de mucus nasal

Se empleo6 un hisopo humedecido con solucidn salina estéril para realizar un
exudado nasal con raspado de la zona del tabique, este se introdujo en un
tubo eppendorf de 1,5mL estéril. Se centrifug6 a 13 000 rpm durante 5min y
el precipitado se conservé a -202C hasta su utilizacién para la extraccion de

ADN.

3.7.3.3 Sangre total

Se realiz6 una extraccion de 5mL de sangre total y se vertié en un tubo con
EDTA como anticoagulante, se invirtié varias veces durante 30s. Se conservé

a 42C hasta su procesamiento.

Para la extraccion de ADN a partir de todas las muestras clinicas de los
pacientes se empleé el estuche comercial QIAamp DNA Mini and Blood Mini
Kit (Qiagen, EEUU), siguiendo las especificaciones del fabricante en
dependencia del tipo de muestra. En todos los casos el ADN se resuspendié
en un volumen final de 100uL de tampodn de reconstitucidon y se conservo a

4°C toda la noche.

El diagnéstico de estos pacientes se realiz6 empleando los métodos
convencionales establecidos por el Programa Nacional de Control de la Lepra.
Los exdmenes complementarios realizados fueron la baciloscopia clasica y de
exudado nasal, ademas de la Biopsia de piel utilizando la tincién especifica
para M. leprae. La conclusion del diagnostico del caso y la clasificacion del
mismo se realizaron teniendo en cuenta el criterio clinico y los resultados de
los complementarios segun Programa de Control (MINSAP, 1999; MINSAP,
2008).

3.8. Consideraciones éticas

Todas las muestras fueron tomadas por el personal capacitado para hacerlo.
A las personas involucradas en el estudio se les solicitdé firmaran un

consentimiento informado.
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La informacién obtenida del estudio solo se utiliz6 para la investigacion,
manteniéndose la debida privacidad de los datos del paciente. Se anexa el

modelo del consentimiento informado empleado para este trabajo. (Anexo 1)
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4. Resultados

4.1 Determinar el limite de deteccion analitico de la PCR anidada

utilizando controles positivos

Teniendo en cuenta las condiciones establecidas en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Sanatorio San Francisco de Borja, Fontilles, se
establecieron las condiciones de mezcla de reaccion y del perfil de

amplificacién para la PCR anidada de M. leprae (PCR-Rlep) en el LNRL.

Al realizar la deteccién del ADN de M. leprae empleando la muestra de
control positivo donado por el laboratorio de Biologia Molecular de Fontilles,
se observo amplificacién hasta una dilucién de 10 de la concentracién
inicial (Fig. 1). Esto equivalente a una concentracién 0,4fg/ pL de ADN en la
muestra. Esta PCR amplifica un fragmento de un gen multicopia del genoma
de M. leprae (28 copias), lo que le proporciona a esta técnica una alta
sensibilidad debido a que es capaz de visualizarse amplificacién ain en
muestras con baja concentracion de ADN. Para esta muestra la pureza

relativa segun la relacion DO26onm/D0O280nm fue de 1,8 (Tabla 3)

En estas mismas condiciones se realizo la amplificacién del ADN obtenido a
partir de una lesién nodular de un paciente multibacilar. La amplificacion del
producto de la PCR fue visible hasta una dilucién 10-¢(Fig. 1). La pureza
relativa de esta muestra segun la relacion DO260nm/DO280nm fue de 1,6 (Tabla

3).

Tabla 3. Valores de concentracién y pureza relativa de las muestras utilizadas
control positivo para la PCR anidada de M. leprae.

Concentracion de ADN y pureza relativa de las muestras utilizadas como control positivo

[ADN] l’lg/l.l.L D.O 260 nm/D.O 280 nm
ADN puro de M. leprae 0,4 1,8
ADN de M..Ileprae obtenido 463 1.6
de lesién nodular
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Fig 1. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion del fragmento de 99 pb de las secuencias
repetidas de M. leprae (PCR-Rlep) en la muestra de ADN puro y la muestra de ADN obtenida de la lesion
nodular de un paciente multibacilar. Determinacién del limite de deteccién analitica de PCR-Rlep. Linea
P: Marcador de peso molecular (50pb, Promega, EEUU), linea 1-6 diluciones de la muestra de control
positivo ADN puro de M. leprae (10-1,10-2, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7), linea 7 control negativo, linea 8-12
diluciones de la muestra de control positivo obtenida de la lesién nodular (10-2, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7).

4.2 Comparacion de cuatro métodos de extraccion de ADN a partir de las

laminas de baciloscopia de pacientes diagnosticados con lepra

Para determinar el método de extraccion mas adecuado, en las condiciones
de trabajo de nuestro laboratorio, para las laminas de baciloscopia, se midio
la concentracion de ADN y la relacion D.O260nm/D.0O280nm para cada uno de los
meétodos de extraccion. Los resultados para el grupo de laminas de alta
codificacion muestran que con el método de la resina quelante Chelex-100
(método B) se obtuvieron los mayores valores de concentracion de ADN
(75,52+24,4ng/uL) con diferencias significativas con relacién a los métodos
de Fenol/Cloroformo (método A) y el método comercial de Promega (método
C) (p<0,001). De la misma manera, se encontraron diferencias significativas
en los valores de concentracidn entre los métodos comerciales de Promega y
Qiagen (métodos C y D) (p<0,05). En el caso de la relacién D.O260nm/D.O280nm,
con los métodos A, C y D se obtiene material genético con altos niveles de
pureza y similares entre si, con diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) con respecto al método B. Con el empleo del método B, se mostro el
grado de pureza mas bajo entre los 4 métodos de extraccion utilizados en el

presente estudio. El andlisis en conjunto de los resultados de la investigaciéon
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demuestra que el método D proporciona el ADN de mejor calidad para las

laminas de alta codificacion. (Tabla 4)

Tabla 4. Valores de concentracién y pureza de las muestras obtenidas por los
4 métodos de extraccion a partir de laminas de alta codificacidn para la

detecciéon M. leprae.

Laminas de baciloscopia con codificacién alta
Método de extraccion [ADN] ng/uL D.0 260 nm/D.0 280 nm
A (FENOL-CLOROFORMO) 2,08+2,34 1,45+0,24
B (CHELEX-100) 75,52+24 4%** 1,05+0,06 A
C (PROMEGA) 0,86+0,46* 1,37+0,16
D (QIAGEN) 3,32+0,72 1,41+0,22

*** Diferencias estadisticamente significativas con respecto a los métodos de extracciéon A y C
(p<0,001)

* Diferencias estadisticamente significativas con respecto al método de extraccién D (p<0,05)

A Diferencias estadisticamente significativas con respecto a los métodos de extraccién A, Cy D (p<0,05)

Para las laminas de baja codificacién se observdé que con el empleo del
método B se obtuvo los mayores valores de concentracion de ADN
(50,08+35,30ng/puL), con diferencias significativas con respecto a los
restantes métodos de extraccion utilizados en el estudio (p<0,001).
Adicionalmente, el método D presenté valores de concentracion de ADN
significativamente superiores a los obtenidos con los métodos Ay C (p<0,05).
En el caso de la relacion D.O260nm/D.0O280nm, Se evidencio que con el método D
se obtuvo el ADN con los mayores niveles de pureza, mostrando diferencias
estadisticamente significativas con los restantes métodos (p<0,05). Estos
ultimos mostraron niveles similares de pureza entre si. El analisis del
conjunto de las caracteristicas observadas demuestra que el método D
proporciona el ADN de mejor calidad para las laminas de baja codificacion.

(Tabla 5)
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Tabla 5. Valores de concentracién y pureza de las muestras obtenidas por los
4 métodos de extraccién a partir de laminas de baja codificacion para la

detecciéon de M. leprae

Laminas de baciloscopia con codificacién baja
Método de extraccion [ADN] ng/uL D.0 260 nm/D.0 280 nm
A (FENOL-CLOROFORMO) 0,8+0,97 1,04+0,59
B (CHELEX-100) 50,08+35,30*** 1,05+0,08
C (PROMEGA) 0,2+0,02 1,02+0,58
D (QIAGEN) 1,29+0,3* 1,33+0,164

***Diferencias estadisticamente significativas con respecto a los métodos de extracciéon A, C y D
(p>0,001)

* Diferencias estadisticamente significativas con respecto al método de extraccién Ay C (p>0,05)

A Diferencias estadisticamente significativas con respecto a los métodos de extracciéon A, By C (p>0,05)

Al comparar el resultado de cada método de extraccion de ADN con respecto
a los dos grupos de laminas (alta y baja codificacién) se observd que para el
método A existen diferencias significativas en los valores de concentracion y
pureza. Estas caracteristicas demuestran que este método pudiera ser
empleado para la obtencion de ADN provenientes de laminas de alta
codificacién. Por otra parte, con el método B se obtuvieron los mayores
valores de concentraciones de ADN, entre todos los métodos de extraccion,
tanto en las laminas de alta como de baja codificacion y resultaron similares
entre si. Los valores de pureza con este método de extraccion fueron
similares para los dos grupos de laminas y resultaron ser, en su conjunto,
inferiores comparativamente con los restantes métodos. Ademas, el método
C resulté el de menor valor de concentracidn obtenido tanto para el grupo de
laminas de alta como las de baja codificaciéon. Los valores de pureza
obtenidos con este método en las laminas de alta codificacién resultaron
significativamente superiores con respecto a lo obtenido en las laminas de
baja codificacion y en su conjunto comparativamente inferiores a los
métodos A y D. En el caso del método D los valores de concentracién de ADN
provenientes de las laminas de alta y baja codificaciéon fueron similares entre
si y superiores a los valores de concentracion de ADN de los métodos A y C.
Por otro lado, los valores de pureza de este método para ambos grupos de
laminas fueron similares entre si y resultaron los de mayor pureza entre los
métodos de extraccion empleados.
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El método B resulté ser el menos laborioso, a la vez que consumié menos
tiempo de trabajo del investigador (18min). El método D consume un
promedio de tiempo similar al anterior (23 min), pero la manipulacién de la
muestra es mayor. Los métodos A y C requieren de mucho tiempo de trabajo

(50min y 93min respectivamente) y la manipulaciéon es similar entre ellos.

Para evaluar la calidad del ADN extraido se realiz6 la amplificaciéon del ADN
de M. leprae empleando la PCR-Rlep. Para el grupo de laminas de alta
codificacién empleando los 4 métodos de extraccién de ADN las muestras

mostraron amplificacidn de la secuencia diana en el 100 %. (Fig. 2).

EET)

Fig. 2. Productos de la segunda ronda de amplificacion de las secuencias repetidas de M. leprae (PCR-
Rlep) con los 4 métodos de extracciéon de ADN para el grupo de laminas de alta codificacion. Se
presentan 2 muestras representativas por cada método. Linea P: Marcador de peso molecular (50 pb,
Promega, EEUU); linea 1: muestra control positivo puro de M. leprae; linea 2: muestra control positivo
obtenido de lesion nodular, linea 3-4: muestras obtenidas con el método Fenol/Cloroformo (método
A); lineas 5-6: muestras obtenidas con el método Chelex-100 (método B); lineas 7-8: muestras
obtenidas con el método Promega (método C); lineas 9-10: muestras obtenidas con el método Qiagen

(método D); linea 11 control negativo.

Los resultados de la amplificaciéon por la PCR-Rlep anidada para las ldminas
de baja codificacion mostraron que para los métodos A y C, 4/5 laminas
(80%) tuvieron amplificacion de la secuencia diana (Fig. 3). Las muestras
negativas por estos dos métodos no mostraron inhibiciéon de la PCR al poder
visualizarse la banda de amplificaciéon especifica de la B-actina para el

genoma humano. Al emplear el método B no se obtuvo amplificacion de
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ninguna de las muestras empleadas en la investigacién, ni aun cuando se
realizaron diluciones hasta 1:100 de las muestras (Fig. 4). En estas muestras
se confirmé la presencia de inhibidores de la PCR. Las 5 laminas a las que se
les extrajo ADN con el método de Qiagen mostraron amplificacién de la

secuencia diana de 99 pb de M. leprae (Fig. 4).

De las laminas con codificaciéon negativa, a las que se les extrajo ADN con los
métodos A y C no mostraron amplificacion de la secuencia diana (Fig. 3 lineas 7
y 8). A las que se les extrajo ADN por el método de Qiagen, el 100% mostrd

amplificacidn.

P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Fig. 3. Productos de la segunda ronda de amplificacién de las secuencias repetidas de M. leprae (PCR-
Rlep) de los métodos de extraccién Fenol/Cloroformo y Promega (A y C), amplificacién para el grupo
de laminas de baja codificacién. Linea P: Marcador de peso molecular (50 pb, Promega, EEUU); linea 1:
muestra control positivo puro de M. leprae; linea 2: muestra control positivo obtenido de lesién
nodular, linea 3-7: muestras obtenidas con el método Fenol/Cloroformo (método A); lineas 8-12:

muestras obtenidas con el método Promega (método C); linea 13 control negativo.
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P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

99pb

Fig. 4. Productos de la amplificacion de las secuencias repetidas de M. leprae (PCR-Rlep) de los métodos
de extraccion Chelex-100 y Qiagen (B y D), amplificacién para el grupo de laminas de baja codificacién.
Linea P: Marcador de peso molecular (50 pb, Promega, EEUU); linea 1: muestra control positivo puro
de M. leprae; linea 2: muestra control positivo obtenido de lesiéon nodular, linea 3-7: muestras
obtenidas con el método Qiagen (método D); lineas 8-11: muestras obtenidas con el método Chelex-

100 (método B).

4.3 Evaluacion de la PCR anidada para la deteccion de M. leprae a partir
de diferentes muestras clinicas de pacientes multibacilares y
paucibacilares

Se estudiaron las muestras clinicas provenientes de 5 pacientes que
asistieron al laboratorio de Lepra del IPK. Estos fueron diagnosticados como
pacientes con lepra, mediante los métodos diagnosticos convencionales
establecidos. Segun las manifestaciones clinicas y los resultados de los
examenes complementarios se clasificaron en: tres pacientes con lepra

multibacilar y dos pacientes con lepra paucibacilar.

A todos los pacientes, se les extrajeron muestras de sangre total, gotas de
linfa, frotis de linfa y exudado nasal. Los resultados de la amplificacion de la
secuencia diana mostraron que para los pacientes con lepra paucibacilar, las
muestras de ADN obtenidas a partir de la sangre total, la linfa y el frotis de
linfa fueron positivas. Mientras que la muestra obtenida del exudado nasal de
uno de los pacientes no mostr6 amplificacién (Fig. 5 linea 10). En el grupo de
pacientes con lepra multibacilar todas las muestras resultaron amplificadas

por la PCR anidada de M. leprae (Fig. 5).
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p 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Fig. 5. Productos de la segunda ronda de amplificacién de las secuencias repetidas de M. leprae (PCR-
Rlep) de las diferentes muestras clinicas de los pacientes. Se presenta una muestra significativa de cada
grupo de pacientes. Linea P: Marcador de peso molecular (50 pb, Promega, EEUU); linea 1: muestra
control positivo puro de M. leprae; linea 2: muestra control positivo obtenido de lesién nodular; linea 3-
6: amplificacion del ADN obtenido a partir de las muestras clinicas de uno de los pacientes con lepra
multibacilar; linea 3: sangre total; linea 4: exudado nasal; linea 5: frotis de linfa; linea 6: linfa. Linea 7
control negativo, lineas 8-11: amplificacién del ADN obtenido a partir de las muestras clinicas de uno

de los pacientes con lepra paucibacilar.
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5. Discusion

La lepra es una enfermedad cronica, infecto-contagiosa, su gravedad en
relacidn con otras enfermedades, no se puede evaluar exclusivamente sobre
la base del nimero de enfermos o tasa de prevalencia, hay que tener en
cuenta la duracién de la enfermedad, las incapacidades que causa y las
consecuencias humanas y sociales para los enfermos y su familia(Chimenos-

Kiistner et al.,, 2006).

El diagnéstico de la enfermedad es clinico y se apoya en la histologia, la
epidemiologia y la baciloscopia para clasificar un caso y definir el
tratamiento. Debido a las caracteristicas de la enfermedad, el diagnéstico
convencional tiene una baja sensibilidad. El empleo de técnicas de Biologia
Molecular en la confirmaciéon de la infeccion por M. leprae ha sido una
herramienta que ha surgido como apoyo al diagnéstico convencional

(Martinez et al., 2009).

La aplicacion del método de PCR anidada, en el LNRL, permiti6 la
amplificacién de un fragmento de la regién repetida de M. leprae, en una
muestra de ADN control positivo donado por el laboratorio de Biologia
Molecular de Fontilles. Con las condiciones previamente descritas en esa
institucion, se amplifico el ADN obtenido a partir de una lesién nodular de un
paciente multibacilar. En esta muestra que contenia ADN humano y de la
micobacteria, la PCR logré amplificar la secuencia diana hasta una dilucion
10-¢, dilucién similar a la que se obtuvo para el control positivo de Fontilles.
Esta técnica demostré que es muy sensible y capaz de detectar la presencia
de ADN de M. leprae incluso en muestras clinicas donde predomina el ADN
humano. Estos resultados coinciden con lo obtenido por Donoghue y
colaboradores quienes emplearon estos mismos iniciadores para lograr la
amplificacion especifica de este fragmento en biopsias de pacientes después
de terminado el tratamiento y en muestras arqueoldgicas de mas de 1000
anos. Ellos determinaron que esta PCR es capaz de detectar hasta 0,3 partes

del genoma de una micobacteria, lo que indica su alta sensibilidad (Donoghue
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et al., 2001). Segun lo informado por Bernardes Goulart en 2008, esta PCR
anidada ha sido uno de los métodos mas sensibles de los empleados para el
diagnostico de la infeccidn por M. leprae (Bernardes Goulart y Goulart, 2008).
El empleo de una PCR anidada aumenta la sensibilidad de la técnica, pues se
realiza la amplificacion sobre un fragmento ya amplificado. Sin embargo esta
caracteristica puede ser la principal causa de la introducciéon de
contaminaciones (Pérez de Rozas et al, 2008). Con el objetivo de evitar esto
se establecieron en el laboratorio las condiciones de separacidn fisica entre
cada uno de los pasos de la técnica y se emplearon, controles negativos de
extracciéon y de la PCR en ambas rondas de amplificacién. La presente
investigacion permitié contar con una PCR que es capaz de detectar a muy
bajas concentraciones ADN de M. leprae a partir de un control positivo. El
empleo de controles positivos provenientes de muestras clinicas permite
utilizar esta PCR para la confirmacion de la infeccibn por este

microorganismo

La extraccion de ADN ademads de ser el primer paso para la aplicacién de las
técnicas moleculares (de Armas et al, 2011), es crucial para el buen
funcionamiento de las mismas. Los métodos de extraccion de ADN suelen ser
sencillos aunque en ocasiones presentan problemas con el rendimiento y la
calidad del ADN que se obtiene. La presencia de contaminantes e inhibidores
de la PCR, las degradaciones parciales de la molécula de ADN y el tiempo de
duraciéon de los protocolos son otras dificultades que se pueden presentar
(Philips, 2009). Para la extraccion de ADN se han empleado multiples
métodos que van desde el calentamiento, la hidrolisis con enzimas, la
incubacion con detergentes, la precipitacion con sales o la unién a matrices
de silica (Ani et al, 2009, Aye et al., 2011, Banerjee et al., 2011, Coelho et al,
2010, Sharbatkhori et al.,, 2009, Willner et al, 2012). De manera general los
métodos se han clasificado como de extraccion por no afinidad y por afinidad
(Cattaneo et al, 2000). Los de no afinidad son aquellos en los que el ADN
permanece en soluciéon mientras que todos los demas componentes celulares
incluyendo las proteinas son eliminados. Entre estos se encuentran la

extraccion con Fenol/Cloroformo, estuches comerciales como los de la firma
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Promega (Wizard® Genomic DNA Purification kit) y la resina quelante
Chelex-100. Los de afinidad por otra parte requieren que el ADN se una por
interaccién quimica a un soporte sélido para después ser eluido para el
analisis, algunos estuches comerciales entre ellos el de Qiagen (QIAamp DNA

Mini and Blood Mini Kit) se basan en este mecanismo (Cattaneo et al., 2000).

La extraccién de ADN a partir de ldminas de baciloscopia, que ya han sido
tefiidas y observadas al microscopio puede ser un problema debido a la
necesidad de obtener un ADN de buena calidad para ser amplificado en una
PCR. Los frotis de linfa ya han sido empleados para realizar el diagnéstico
molecular pues es una muestra clinica que supone dos ventajas; la
confirmacién de la presencia de M. leprae en ldminas negativas al
microscopio 6ptico y la obtencion de ADN para realizar estudios de
epidemiologia molecular y determinar la cadena de transmision (Dayal et al.,
2007, Jadhav et al., 2005). El protocolo de extraccién ideal para las ldminas
de baciloscopia debe ser rapido, simple, eficiente, barato y capaz de
recuperar ADN con suficiente pureza. La decision de comparar diferentes
métodos de extracciéon respondié a la importancia de establecer en el
laboratorio un protocolo sostenible y a la necesidad de valorar varias
alternativas para la implementaciéon de la técnica. En el presente estudio
comparamos la eficiencia de 4 métodos de extraccion de ADN en laminas de
baciloscopia con alta codificacion y con baja codificacion. A todos los frotis de
linfa se les realiz6 un paso comun de pre tratamiento con proteinasa K 20
mg/ml y SDS 10%, segun lo establecido en el protocolo de trabajo del
Laboratorio de Biologia Molecular del Sanatorio de Fontilles (comunicacion
personal). En otros protocolos de extraccion a partir de muestras fijadas en
laminas portaobjetos, este paso no ha sido informado (Ani et al., 2009, Coelho
et al, 2010). Se ha descrito la utilizacién de esta metodologia directamente
para extraer ADN a partir de muestras fijadas en laminas portaobjetos con un
rendimiento aceptable. En 2010 Kamble y colaboradores, utilizan una
solucion tampo6n con proteinasa K 20 mg/ml y SDS 10% para realizar la
extraccion del ADN. Ellos realizan la amplificacion de un fragmento de la

subunidad 16S del RNAr, altamente conservado en la micobacteria. En este
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estudio del total de muestras estudiadas el 32,6% mostraron amplificacion.
Con este estudio demostraron que laminas teflidas pueden ser una fuente de
ADN con calidad suficiente para realizar estudios moleculares (Kamble et al.,
2010), no obstante la sensibilidad result6 muy baja. Fontes y colaboradores
en 2012 evaluaron el método de extraccion con proteinasa K 20 mg/ml y SDS
10%, para determinar la capacidad de obtener un ADN de calidad para
estudios moleculares. En el 28,2% de las muestras se obtuvo material
genético con calidad suficiente para ser amplificado y genotipificado (Fontes
et al, 2012). La utilizacién de un paso de pre-tratamiento fue informado por
Garcia Gonzalez y colaboradores quienes compararon un método de
extracciéon a partir de cultivos de tejidos con y sin un paso previo de pre-
tratamiento. Ellos determinaron que un paso previo de tratamiento rinde
mejores resultados que la extraccién directa (Garcia Gonzalez et al., 2004).
Adicionalmente Bonin y colaboradores determinaron que el empleo de un
pre-tratamiento ha mostrado resultados favorables al aumentar hasta un
30% la sensibilidad del método de extracciéon que se emplee después (Bonin

etal, 2005).

El método A (Fenol/Cloroformo) se basa en el empleo de solventes organicos,
que permiten extraer las proteinas presentes en la muestra e inhibir las
enzimas que podrian degradar el ADN (Sambrook y Russell, 2001). La mezcla
Fenol/Cloroformo ha sido ampliamente empleada para estos fines
(Okwumabua et al.,, 2010). A pesar de su utilidad la mayor desventaja de este
método es que presenta varios pasos de manipulacion de la muestra, aspecto
que puede disminuir el rendimiento y aumentar la contaminacion (Sidorova
et al, 2012). El método B consistio en la utilizacion de la resina quelante
Chelex-100. Esta es una resina de intercambio catiénico débil, que se une a
los iones divalentes especialmente al magnesio y evita que el ADN sea
degradado por las enzimas que emplean este i6n como cofactor. Sin embargo
su principal desventaja es que no constituye un método de purificacién por lo
que pueden permanecer en la muestra sustancias inhibidoras de la PCR (Ceo

etal, 1992, de Armas et al., 2011).
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Adicionalmente se utilizaron en este estudio el procedimiento comercial de
Promega (método C) que por sus caracteristicas también representa un
método de no afinidad (Promega-Corporation, 1998) y el procedimiento
comercial de Qiagen (método D). Este ultimo se basa en la unién del ADN a
una matriz debido a la afinidad de este con los grupos activos de la resina a
un pH establecido. Una vez que se han eliminado todos los contaminantes de
la muestra las moléculas de ADN son eluidas de la matriz utilizando una
solucién tampon (QIAGEN, 2009). Este método se ha utilizado en multiples
estudios pues garantiza la obtenciéon de un ADN con alta pureza y calidad

para ser empleado en una PCR (Phillips et al., 2012).

Cuando realizamos la observacién de la eficiencia de cada método con
respecto a los dos grupos de laminas vemos que el Fenol/Cloroformo tuvo
mejores resultados para las de alta codificacién. Aunque en todos los casos
donde la lamina fue positiva el método rindi6 ADN que pudo ser amplificado.
No se ha informado la utilizacién de este método de extracciéon para las
laminas de baciloscopia sin embargo los resultados de esta investigacion
muestran que este podria ser una alternativa para obtener ADN de calidad a
partir de ldminas positivas, para ser empleadas en estudios epidemioldgicos.
El método Fenol/Cloroformo es capaz de extraer un ADN de muy alta calidad
que se puede emplear incluso para estudios forenses (Butler, 2005). Su
puesta a punto podria garantizar la obtencién de grandes cantidades de

material genético.

En relacién a la resina quelante Chelex-100, esta ha sido muy utilizada para
obtener ADN pues ademas de ser rapido y sencillo, evita la degradacién de la
muestra (Nagdev et al,, 2010). Por otro lado se conoce que la obtencion de
ADN por este método no garantiza la eliminacion del total de los
contaminantes (Chang et al, 2009). Nuestros resultados para las laminas de
alta codificacién concuerdan con lo obtenido por Gomgnimbou M et al en
2012 quienes emplearon muestras de esputo fijadas en laminas y tefiidas por
ZN para realizar un estudio retrospectivo y estimar la prevalencia real en

Burkina faso de la infeccién por Mycobacterium africanum. La extraccion de
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ADN se realizé con Chelex-100 y demostraron que las muestras fijadas en
laminas portaobjetos pueden ser empleadas para la confirmaciéon de la
infeccién sobre todo en enfermedades donde otros métodos convencionales
fallan. Ademas concluyeron que el Chelex-100 puede garantizar la obtencion
de ADN de calidad para el empleo de técnicas moleculares (Gomgnimbou et
al, 2012). Las laminas de baja codificacion no mostraron amplificacion
positiva, lo que puede deberse a la presencia de una carga bacilar muy escasa,
lo cual puede ser una causa adicional de este resultado con la extraccién con
la resina quelante. Por otra parte como se ha descrito, este es un método que
no es capaz de separar la totalidad de los componentes celulares y otros
contaminantes que puedan estar presentes en la muestra (Desloire et al,
2006 ). Adicionalmente se conoce que por el método de Chelex-100 a pesar
de que el rendimiento es muy alto, este no garantiza la purificacién del ADN
diana, lo que lo convierte en un método inespecifico, de elevada
contaminaciéon (Desloire et al, 2006 ). Es muy probable que por este
procedimiento se estén precipitando ademdas del ADN otras moléculas que
pueden ser inhibidoras de la PCR. Por lo que pudimos observar a simple vista
durante el procedimiento de extraccion de ADN con este método, los
contaminantes provenientes de la tinciéon no son eliminados totalmente pues
la solucién donde esta el ADN permanece de color azul. Teniendo en cuenta
que en las laminas de alta codificacion ocurre lo mismo en lo que respecta a
los contaminantes, consideramos que la concentracion de ADN de las
muestras podria resultar el factor determinante en el resultado de la PCR.
Estas caracteristicas evidencian la utilidad de este método solo para laminas

de baciloscopia de alta codificacion.

Es valido mencionar que el método Promega demostro ser el menos eficiente
para extraer ADN a partir de ldminas de baciloscopia, pues aunque la pureza
relativa fue similar a la obtenida con otros métodos, el rendimiento fue el
mas bajo de todos para ambos grupos de laminas. Este resultado podria
deberse a que las caracteristicas de este procedimiento de extracciéon no son

compatibles con la extraccion a partir de laminas de baciloscopia.
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Al analizar las diferencias en los valores de pureza entre los métodos A, By C
podemos observar que a pesar de que tienen el mismo principio tanto el
método de Fenol/Cloroformo como Promega logran mejores resultados en
cuanto a la pureza relativa en la purificacion de ADN que el método de
Chelex-100. Esto coincide con lo obtenido por Chang y colaboradores en
2009 quienes determinan que el método de la resina quelante es muy util por
su rendimiento pero no es capaz de purificar el ADN de la muestra (Chang et

al,, 2009).

El método de Qiagen permitié recuperar altas concentraciones de ADN con el
mayor valor de pureza. Este método es muy eficiente incluso para muestras
que tienen un ADN muy degradado (Phillips et al, 2012). Algunas
investigaciones que comparan diferentes métodos de extraccion incluidos los
estuches comerciales, han determinado que estos ultimos son mas eficientes
para la extraccién de ADN (Chang et al., 2009). Davoren y colaboradores en
2007 compararon la eficiencia del método de Qiagen con el método
Fenol/Cloroformo en muestras de huesos y determinaron que Qiagen
permite obtener ADN de mas calidad y que la presencia de inhibidores en la

muestra es menos significativa (Davoren et al,, 2007).

Los dos métodos comerciales, evaluados en este estudio, a pesar de que se
reconocen que tienen muy buenos rendimientos, presentaron entre ellos
diferencias significativas en este aspecto. Esto puede deberse al principio
basico de estos métodos. El método de Promega es de no afinidad y requiere
varios pasos de manipulacidén lo cual puede provocar que si la molécula esta
en escasas concentraciones o estd muy degradada, se pierda durante los
sucesivos lavados. Esto no sucede en el método de Qiagen pues el ADN queda
confinado a la matriz. Poma y colaboradores en 2012 compararon tres
estuches comerciales de extracciéon de ADN de Trypanosoma cruzi a partir de
sangre murina artificialmente infectada y demostraron que el método de
Qiagen tiene una alta eficiencia en comparacidn con los estuches comerciales
de Invitrogen (Viral RNA/DNA Mini Kit y PureLinkTM) y Macherey-Nagel
(NucleoSpin® RNA Virus) (Poma et al,, 2012).
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Las laminas de los pacientes paucibacilares resultan negativas mediante la
tincion de ZNm. Esto no indica necesariamente que el paciente no esta
infectado. Esta es una de las limitantes de la deteccién de M. leprae por los
métodos convencionales. Debido a la baja sensibilidad de la técnica
microscépica para detectar BAAR el hecho de que un frotis de linfa tenga
codificacién negativa solo indica que la concentracién de bacilos esta por
debajo de 10 000 bacilos/ml (Shepard y McRae, 1968). Es por esta razén que
el diagnéstico de los pacientes paucibacilares se basa en las evidencias
clinicas e histoldgicas, ademas de la epidemiologia que en areas endémicas

tiene mucho peso (de Almeida et al.,, 2004).

De las 20 laminas de baja codificacién, 5 pertenecian a pacientes con lepra
paucibacilar. De estas 5 laminas negativas al microscopio 6ptico, alas que se
les extrajo ADN solo se pudo visualizar la banda de amplificacién
correspondiente a la talla de 99pb en 3 de ellas (60%). La lamina negativa a
la que se le extrajo ADN con el método de Fenol/ Cloroformo no tuvo
amplificacion de la secuencia diana. Se obtuvo este mismo resultado para la
lamina negativa a la que se le extrajo ADN con el método de Promega. El
analisis de las muestras negativas en los métodos de extraccion evidencio
que ninguna present6 inhibicién de la reacciéon cuando se empleé la PCR de la
B-actina como control interno de amplificacion. Para confirmar que el hecho
de que estas laminas no tuvieran amplificacion dependié de las
caracteristicas del método y no de que son realmente negativas se
seleccionaron de la coleccién del LNRL las que pertenecian a estos pacientes
y que fueron tomadas después de concluido el tratamiento. A estas se les
extrajo ADN empleando el método de Qiagen y resultaron positivas para la
secuencia diana. Esto confirma que las laminas iniciales eran positivas pero
los métodos de Fenol/Cloroformo y Promega no son capaces de extraer ADN
con calidad suficiente para ser amplificado. Esto puede deberse en el caso del
método de Fenol/Cloroformo a que segun lo informado por algunos autores
cuando no hay suficiente cantidad de ADN en la muestra la extracciéon con
Fenol/Cloroformo puede rendir concentraciones de ADN por debajo del

limite de deteccion de la PCR (Okwumabua et al, 2010). La obtencién de
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amplificaciéon a partir de ldaminas negativas muestra que el método de Qiagen
es eficiente para extraer ADN de laminas de baciloscopia con codificacién
cero. Nuestro resultado coincide con lo obtenido por Kamble et al en 2010
quienes emplearon una PCR que amplifica un fragmento de la subunidad 16S
del RNAr de M. leprae, para detectar la presencia de este microorganismo en
frotis de linfa negativas al microscopio. Estos autores concluyen que el
empleo de frotis de linfa puede ser util para la obtenciéon de ADN y que las
técnicas moleculares permiten disminuir la cantidad de casos que no son
detectados por el diagnostico convencional. De igual forma demostraron que
el periodo de almacenamiento de las laminas no varia la capacidad de
obtener ADN, por lo que estos métodos pueden ser empleados para realizar
estudios retrospectivos y determinar caracteristicas de la infeccién. (Kamble

etal,2010).

Este resultado abre la posibilidad de utilizar esta PCR para determinar la
presencia de ADN de M. leprae en laminas supuestamente negativas. Los
resultados de esta investigacién demuestran la utilidad de los métodos de
Fenol/Cloroformo y Qiagen para extraer ADN de las laminas de baciloscopias

para el diagndstico de M. leprae.

El analisis del tiempo requerido para completar los diferentes protocolos de
extraccion y el grado de manipulacion muestran que el método B (Chelex-
100) y el D (Qiagen) son los que requieren menos tiempo y menos
manipulacién por el investigador. De manera general, para extraccién de
ADN de laminas de baciloscopia, el método mas eficiente fue el de Qiagen,
teniendo en cuenta, concentracion de ADN recuperado, pureza del ADN,
amplificaciéon de las muestras, ademas del tiempo requerido y el nivel de
manipulacién. En cuanto a los costos de implementacion de esta técnica se
debe tener en cuenta la relacién costo beneficio pues aunque las columnas de
Qiagen son muy costosas, su empleo en laminas de baciloscopia
supuestamente negativas es ventajoso para confirmar el diagnostico en estos
pacientes. En las condiciones de nuestro laboratorio consideramos que para

extraer ADN de laminas negativas se puede utilizar al método de Qiagen, el
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cual creemos es una alternativa sostenible. El método Fenol/Cloroformo a
pesar de que requiere mas tiempo y mayor manipulacidon de la muestra, tiene
como ventaja para nuestras condiciones que es barato y facil de poner a
punto, aunque los solventes que se emplean son muy toxicos. Para laminas de
alta codificacién también se podria emplear el método de Fenol/Cloroformo

como una alternativa.

A pesar que los frotis de linfa son la muestra cldsica empleada en el
diagnoéstico convencional y que el empleo de estas supone entre otras
ventajas la posibilidad de estudiar de manera retrospectiva laminas
conservadas a temperatura ambiente en los laboratorios de referencia
(Fontes et al, 2012). Es importante destacar en cada investigacion cudl es la
mejor muestra clinica para ser empleada. Para detectar la presencia de ADN
de M. leprae en pacientes con sospechas de padecer lepra, se han empleado
disimiles muestras entre ellas tejido fresco, muestras de biopsia, sangre,
suero, exudado nasal, orina, cabellos y frotis de linfa (Beyene et al, 2003 ,
Cardona-Castro et al, 2008, Santos et al, 1997, Sugita, 2001, Yooh et al,
1993, Santos et al, 2001, Santos et al, 1999, Torres et al, 2003). En el
presente estudio realizamos un analisis preliminar de cual podria ser la
muestra mas conveniente para realizar un diagnéstico en pacientes

multibacilares y paucibacilares.

Nuestros resultados muestran que en la sangre total de todos los pacientes se
pudo visualizar la amplificaciéon del ADN diana. El empleo de muestras de
sangre para el diagnéstico de la infeccién por M. leprae no ha sido muy
utilizado ya que debido a las caracteristicas de la enfermedad se plantea que
la bacilemia es un fenémeno que no se observa con mucha frecuencia (Rao et
al, 2007). En 2004 de Almeida y colaboradores determinaron el ADN de esta
micobacteria en la muestra de sangre de 125 personas contactos de pacientes
con lepra. De las 4 personas que presentaron amplificaciéon de la secuencia
diana, ninguna desarroll6 la enfermedad después de un afio de observacion.
Ellos concluyen que la presencia de ADN de la micobacteria en la sangre

puede significar que las personas son portadoras o se encuentran en estado
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de infeccion subclinica. Por lo que sugieren utilizar los resultados de la PCR
en combinacion con la clinica y la serologia para concluir un caso sobre todo
entre los contactos de pacientes (de Almeida et al, 2004). Sin embargo otros
estudios coinciden en sefalar la posibilidad de detectar la presencia de ADN
de M. leprae en muestras de sangre. Sigit Prakoeswa en 2007 detecto la
presencia de ADN de M. leprae en la sangre de personas con lepra subclinica.
En este estudio del total de pacientes estudiados el 20,69% tuvo
amplificacion empleando la PCR que amplifica la misma secuencia diana
utilizada en nuestro estudio. Por lo que ellos concluyen que en la sangre de
pacientes con infeccién subclinica puede haber presencia de ADN de M.
leprae (Sigit Prakoeswa, 2007). Ademas en 2013 Yan y colaboradores
evaldan el empleo de esta PCR anidada para detectar ADN de la micobacteria
en muestras de sangre de pacientes con lepra multibacilar y lepra
paucibacilar, ademas en contactos de pacientes, pacientes con tuberculosis y
personas sanas. Ellos obtuvieron que 95,92% (47/49) y 70% (21/30) de
amplificacién en la sangre de pacientes con lepra multibacilar y paucibacilar
respectivamente. Ademas de un 6,25% (6/96) de amplificacion en contactos
de pacientes y no se mostré amplificacion ni en los enfermos con MTB (18) ni
en las personas sanas (35). Por lo que concluyeron que se pudiera emplear
esta PCR para realizar el diagndstico temprano de los pacientes ademas de
los resultados de la serologia (Yan et al, 2013). En nuestro caso a pesar de
que estudiamos pacientes con un desarrollo clinico de la enfermedad no
podemos generalizar la utilidad de esta muestra. La validez del empleo de
muestras de sangre debe ser demostrada mas extensivamente con el analisis

de un mayor niimero de pacientes.

En nuestro estudio la muestra de ADN a partir de la fosa nasal fue positiva
para los pacientes multibacilares. Para los pacientes con lepra paucibacilar
una de las dos muestras fue negativa. Esto podria estar dado porque este
paciente con lepra paucibacilar tiene baja carga de la enfermedad y no se
encuentra transmitiendo y por ello no se puede detectar la presencia de los
bacilos en la cavidad nasal. Varios estudios revelan que en personas

sospechosas de padecer lepra y en poblaciones de riesgo la muestra de
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exudado nasal ha resultado muy util a la vez que mucho menos traumatica
para los pacientes (de Almeida et al., 2004). Sin embargo a pesar de que se ha
empleado ampliamente, ha quedado establecido que estudios moleculares a
partir de muestras de exudado nasal no son definitorios de un diagnostico
(Beyene et al., 2003 ). Debido a que la transmision de la enfermedad es por
via respiratoria, la presencia de ADN de M. leprae en las fosas nasales solo
indica que la persona puede ser portadora (Aradjo et al, 2012). Otros
estudios realizados en poblaciones de alta endemia han mostrado que
personas aparentemente sanas podrian ser portadores de M. leprae en su
cavidad nasal, lo que habla a favor de que la transmisién de este
microorganismo sea por la via respiratoria e introduce una disyuntiva al
diagnéstico de la enfermedad empleando técnicas moleculares aplicadas solo

a este tipo de muestra (Group, 2000).

En las muestras de frotis de linfa de ambos pacientes se pudo obtener
amplificacion de la secuencia diana. Los resultados muestran que los frotis
de linfa, pueden ser una muestra clinica que permita realizar un diagnoéstico
molecular, toda vez que se tienen estandarizadas las condiciones para
realizar la extraccién del ADN. Esto es valido incluso para pacientes con lepra
paucibacilar donde la concentraciéon de bacilos en la ldmina es muy baja
(Kamble et al.,, 2010). La obtencién de amplificacion de la secuencia diana
incluso en los pacientes paucibacilares, sugiere los frotis de linfa como una

muestra prometedora para el diagnoéstico de estos pacientes.

Por dltimo analizamos la muestra de linfa, a pesar de que no existen muchos
informes de su empleo para extraer ADN sabemos que la presencia de ADN
de M. leprae en linfa implica la infeccién (Lopez Navarro et al., 2007). Lograr
detectar ADN de M. leprae a partir de linfa es una sélida evidencia para
determinar la infeccién por esta micobacteria. Consideramos que esta puede
ser la muestra de eleccion para el diagndstico pues ademas de que su toma se
realiza durante la misma toma de muestra del frotis de linfa, que es la
muestra clasica para el diagnostico convencional, su procesamiento para la

extraccion de ADN es mas sencillo pues no es necesario raspar la lamina. Por
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otra parte con vista a extender esta herramienta a la confirmacién de casos
dudosos en el pais, el frotis de linfa tiene ventajas pues no tiene
requerimientos especiales para su conservacion y traslado. En este estudio la
linfa de todos los pacientes mostré amplificacion, lo cual es consecuente con
las evidencias clinicas y permitié confirmar el diagndstico para los pacientes

con lepra paucibacilar.

Las técnicas moleculares son herramientas mucho mas sensibles que las
técnicas convencionales para realizar el diagnéstico de un patégeno como
Mycobacterium leprae (Torres et al, 2003). Debido a lo costoso de la
implementacion de estas técnicas es importante determinar para qué tipo de
pacientes es mas conveniente utilizarlas. En 2011 Banerjee y colaboradores
compararon la sensibilidad de una PCR y de la observacion de frotis de linfa
para el diagndstico de lepra paucibacilar y multibacilar. Ellos establecen que
es mucho mas util emplear las técnicas moleculares en pacientes con lepra
paucibacilar pues en estos el diagnéstico convencional es muy poco sensible.
Para el caso de los pacientes con lepra multibacilar ellos determinaron que
hay una alta correlacién entre la carga bacilar, las manifestaciones clinicas y
los resultados de la baciloscopia y la serologia (Banerjee et al, 2011).
Recientemente NObrega Martinez y colaboradores emplearon esta PCR para
detectar la infeccion por M. leprae en pacientes que adn no habian
desarrollado la enfermedad y otros con un diagndstico erréneo, presentando
una sensibilidad de un 87,1% (No6brega Martinez et al., 2011). Esta PCR ha
sido utilizada también para detectar ADN de esta micobacteria a partir de
laminas de biopsias. Aye et al en 2011 extrajeron ADN de 192 muestras de
biopsia de pacientes con indice bacteriologico entre 1 y 5. Del total de

muestras estudiadas el 70% fueron positivas para esta PCR (Aye et al.,, 2011).

Otras muestras también podrian ser empleadas para la confirmacién del
diagnostico entre ellas los tejidos frescos y bloques de parafinas. Job et al
realizaron un estudio en 39 personas sospechosas de padecer lepra,

extrajeron ADN a partir de muestras de tejido y se les realizé ademas un
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andlisis histopatologico y clinico. De 26 pacientes diagnosticados

histopatolégicamente solo 11 fueron confirmados por PCR (Job et al, 1997).

Este estudio abre la posibilidad a emplear otras muestras que pudieran ser

utiles para el diagndstico de M. leprae.

Con esta investigacion hemos establecido un protocolo de trabajo para
determinar la infeccién por M. leprae mediante la aplicacién de una técnica
de PCR anidada. Se determiné el mejor método de extraccion de ADN a partir
de laminas de baciloscopia debido a la importancia de estas para el
diagnostico en el Programa Nacional de Control de Lepra. Por otro lado se
estableci6 de manera preliminar las mejores muestras para el diagndstico de
la enfermedad. La aplicaciéon de esta metodologia permite dar un salto
cualitativo en el diagndstico de los pacientes con lepra en Cuba si tenemos en
cuenta que los pacientes paucibacilares no presentan hasta hoy un
diagnostico confirmatorio. Adicionalmente, podria permitir complementar el
diagnéstico definitivo para la gran cantidad de casos sospechosos de padecer
lepra. Por otro lado, posibilita la realizacion de estudios retrospectivos que
pueden enriquecer el conocimiento de la epidemiologia de la enfermedad y
establecer futuras pautas en el diagndstico y el seguimiento de pacientes y
contactos en aras de reducir los focos de infeccion y las manifestaciones

subclinicas de la enfermedad.

Lic. Jenny Laura Ruiz Fuentes Pagina 55



Conclusiones

6. Conclusiones

e La PCR anidada demostro tener una gran sensibilidad lo que permite
la utilizacién de esta técnica para el diagnostico a partir de diferentes

muestras clinicas

e El método de Qiagen es el mas adecuado para extraer ADN a partir de
laminas de baciloscopia de alta y baja codificacién lo que garantiza la

obtencion de ADN de calidad para estudios moleculares

e El método de Fenol/Cloroformo constituye una alternativa barata y
util para la obtencién de ADN a partir de laminas de baciloscopia

positivas

e Los resultados obtenidos por la técnica de PCR anidada a partir de
laminas de baciloscopia negativas posibilita su utilizacién para la
confirmacién de la enfermedad en pacientes con lepra paucibacilar.
Esto permite realizar un diagndstico certero en este grupo de

pacientes

e La deteccion de M. leprae en muestras de sangre total, exudado nasal,
frotis de linfa y gotas de linfa, de pacientes paucibacilares y
multibacilares, brinda alternativas importantes para el diagndstico de

este microorganismo
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7. Recomendaciones

Realizar un estudio de casos y controles para determinar la sensibilidad y
especificidad del método en nuestras condiciones

Aumentar la cantidad de pacientes paucibacilares estudiados
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Anexos

Anexo 1

Consentimiento informado

Yo, , acepto bajo mi voluntad participar en el
estudio que sobre lepra llevada a cabo la Lic. Odelaisy Suarez y su grupo de
trabajo del IPK, con el propédsito de confirmar el diagnéstico de la lepra en
pacientes sospechosos con baja carga de la enfermedad mediante métodos
moleculares y brindarles atencién profilactica para evitar que desarrollen la
enfermedad, ademas de favorecer el bienestar social que puedan crear los
resultados de esta investigacion. Y sin ningun tipo de presiones y pudiendo
decidir en cualquier momento del desenvolvimiento de la misma y de forma
totalmente libre, retirarme de este estudio. También exijo se me explique en
cada momento como sera mi participacion antes de que ella se realice y que
la informacién obtenida de mi como paciente tendra caracter confidencial.
Para este estudio se tomaran muestras de sangre por el personal de salud
capacitado, para minimizar las molestias que esto pueda ocasionar.
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