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Reaccion en cadena de la polimerasa en lepra

Dra. Obdulia Rodriguez Rodriguez,* Dra. Diana Elizabeth Medina Castillo**

RESUMEN

El diagndstico molecular de lepra es un gran avance que no debe sustituir a la histopatologia y mucho menos a la clinica.
Hacemos unarevision del uso de lareaccion en cadena de la polimerasa en lepra.
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ABSTRACT

Leprosy molecular diagnosis is a great scientific advance but it does not substitute clinical and histopathological finded. We

review polymerase chain reaction in leprosy.

Key words: Leprosy, polymerase chain reaction, Mycobacterium leprae.

INTRODUCCION

La lepra como todos sabemos es una enfermedad in-
fecto-contagiosa, crénica, causada por el Mycobacte-
rium leprae, que afecta de manera primordial la piel y
nervios periféricos, sin embargo, el tipo progresivo (le-
promatoso) es de hecho un padecimiento sistémico en
la mayoria de los casos.!

La clasificacion que se considera oficial interna-
cionalmente es la de Madrid (1953) y es la que fun-
damentalmente sobre bases clinicas, bacterioldgicas
e inmunoldgicas divide la lepra en dos tipos “polares”
con caracteristicas esenciales clinicas y biologicas
bien definidas, estables y totalmente antagénicas: le-
promatoso y tuberculoide y considera ademas dos
grupos de casos con caracteres comunes, bien defi-
nidos pero inestables y de evolucion incierta: indeter-
minados y dimorfos.?

El diagnostico de la lepra se basa en los criterios cli-
nicos, bacterioldgicos, inmunolégicos e histopatologicos,
y algunos autores abogan porque también se haga un
diagnéstico molecular en aquellos casos subclinicos y
para lo cual han utilizado la técnica de PCR o reaccion
en cadena de la polimerasa.

* Directora del Centro Dermatolégico “Dr. Ladislao de la
Pascua”.
**  Residente de 4° afio Dermatologia CDP.

DESCRIPCION DE LA TECNICA DE LA REACCION
EN CADENA DE LA POLIMERASA

La PCR o reaccion en cadena de la polimerasa es una
técnica basada en el conocimiento de la secuencia del
acido nucleico, que para una aplicacién diagndstica se
analiza de manera repetida en diferentes individuos. Se
preparan cebadores de oligonucleotidos (primers) que
son complementarios de las cadenas opuestas del ADN
(acido desoxirribonucleico) y que estan separados por
centenares de bases, en otras palabras las dos hebras
de ADN pueden disociarse y reasociarse in vitro por
calentamiento y por enfriamiento. Los cebadores de oli-
gonucleétidos se incuban con ADN diana para su am-
plificacion y con una ADN polimerasa que sintetiza una
cadena complementaria en direccion 5 a 3. La reaccion
es sometida a una serie de temperaturas especificas
para su desnaturalizacion, enlace y polimerizacion, para
el paso de sintesis detecta la secuencia de nucledtidos
correspondientes a agentes infecciosos como es el caso
de las micobacterias.

Inicialmente se empleaba una polimerasa proveniente
de Escherichia coli, pero esta enzima se inactivaba por
la elevada temperatura necesaria para que se produje-
ra la desnaturalizaciéon del ADN, por lo que se debia
afiadir polimerasa fresca manualmente al final de cada
ciclo. La técnica se simplific6 cuando se introdujo el
empleo de la polimerasa Taq, aislada de Thermus
aquaticus, una bacteria termofilica que vive en aguas
termales a una temperatura comprendida entre los 70y
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80°C. Esta enzima es termoestable y permite que la re-
accion de polimerasa y el reanillado del ADN sea mas
sensible y especifico.

El investigador selecciona el segmento especifico
de ADN que desea amplificar, encargando la sintesis
de cebadores, es decir, oligonucleétidos de secuen-
cias complementarias al ADN que flanquea la region
seleccionada del mismo. Una vez amplificado se pue-
de someter a electroforesis, secuenciar o clonar con o
sin hibridacién. Recientemente se ha descrito la posi-
bilidad de amplificar secuencias de ARNm, que permi-
te cuantificar la transcripcion de ARNm por parte de
una célula y constituye una modificacion del método
habitual de la PCR.

La PCR es unatécnica capaz de generar in vitro gran-
des cantidades de un determinado fragmento de ADN a
partir de cantidades minimas del mismo. La gran sensi-
bilidad, versatilidad y sencillez de este método han re-
volucionado tanto las estrategias de estudio de la
genética y de los procesos evolutivos como determina-
dos aspectos diagnésticos y forenses.

La primera aplicacion de la PCR tuvo como finalidad
aumentar la sensibilidad en el diagnéstico prenatal de
la anemia falciforme. Con la PCR el diagnéstico se efec-
tuaba en 24 horas, mientras que con el Southern blotting
y la hibridacion convencional, se tardaba una semana.

Asi se ha utilizado para diagndstico prenatal de beta-
talasemias, fibrosis quistica, distrofia muscular de Du-
chenne. En el campo de la dermatologia se ha usado
para diagnéstico de enfermedades virales, como VIH,
citomegalovirus, virus de Epstein-Barr, herpes simple o
papilomavirus, o para establecer coexistencia fisiopato-
I6gica de algunos virus en procesos neoplasicos tales
como papilomavirus y el cancer cervicouterino, el her-
pes virus tipo 8 y el sarcoma de Kaposi. La técnica de la
PCR también ha permitido investigar la asociacion de
determinados HLA en enfermedades autoinmunes e
investigar los mecanismos de oncogénesis, entre ellos
la activacion del oncogen K-ras en el melanoma.®

La mayoria de los estudios se han hecho en tuberculo-
sis pero como era de esperarse también se han realizado
estudios en lepra*”y mas aun, se han determinado algu-
nas citocinas involucradas en la patogenia de la misma.®

La técnica se ha usado para demostrar la presencia
de fragmentos de Mycobacterium leprae en diversos te-
jidos. En dos estudios, uno realizado en Bélgica y otro en
Holanda, usaron secreciones nasales de enfermos con
lepra lepromatosa y amplificaron en forma selectiva al
fragmento 531 bp del gen que codifica para prolina de M.
leprae y se utilizan otros fragmentos de micobacterias
como el dUTP uracilglicosilasa ADN, para prevenir fal-

S0s positivos. Los autores de estos estudios sostienen
gue con esta técnica pueden ser detectados casos sub-
clinicos.®°

Se han hecho estudios comparativos de histopato-
logia con microscopia de luz y reaccion en cadena
de la polimerasa, para diagndstico de lepra en pa-
cientes con lepra lepromatosa y tuberculoide, con re-
sultados iguales y sin diferencia estadisticamente sig-
nificativa® Misra y colaboradores utilizaron biopsias
de piel y frotis de linfa usando la PCR para detectar el
bacilo de la lepra, en pacientes con lepra lepromato-
sa; basados en la secuencia del gen LSR/15K.Y se
encontro que la PCR fue especifica y sensible con un
nivel de deteccién entre 10 y 100 bacilos. Sin embar-
go, la biopsia de piel fue superior debido a que es
mayor la densidad de bacilos que en la linfa cutanea.
Dentro de los resultados se encontraron a ocho ca-
sos subclinicos, los cuales fueron positivos para PCR
y negativos para las técnicas convencionales de de-
teccion del bacilo de la lepra.t?

Se han publicado algunos articulos interesantes con
deteccion de M. leprae en biopsias de bulbo piloso y de
nervios periféricos, para diferenciar la neuropatia de la
lepra con otras no hansenianas. Los articulos mas re-
cientes hablan que PCR en lepra puede también ser
positiva en sangre y ganglios linfaticos, pero no tan sen-
sible como la detectada en piel.1*1%

Como la deteccion de bacilos por PCR requiere teji-
do fresco embebido en solucidn salina, se ha encontra-
do que las biopsias que se incluyen en parafina revelan
un bajo porcentaje de positividad, lo cual implica mane-
jar dos biopsias o dividir el fragmento en dos, uno para
estudio histopatoldgico y otro, para PCR.1¢

Un aspecto importante es que los bacilos no sean
detectados por microscopia de luz posterior a varios
cortes, lo que implica mayor tiempo y costo, esto no
llega a suceder al menos no con frecuencia en centros
donde se atienden pacientes de lepra y se tiene expe-
riencia para la observacion con microscopia de luz.

Algunos autores consideran la PCR (til para el
monitoreo terapéutico después de los regimenes de tra-
tamiento convencional.Y para el diagndstico de pacien-
tes paucibacilares con la ventaja de que el método pue-
de ser realizado con rapidez, aproximadamente en 10
horas se obtiene el resultado."1820

En Londres se estudiaron pacientes con lepra
lepromatosa ya tratados, los resultados sefialaron que
la PCR tuvo una sensibilidad hasta del 99% y sugieren
que los pacientes con recaida o reaccion leprosa pue-
den resultar positivos a la PCR porque los bacilos so-
brevivientes los reinfectan.z
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Hemos comentado ya acerca de la modificacion de
la técnica de PCR, hay estudios que han usado el ARN
ribosomal 16s (ARN NASBA) y reportan que se obtiene
un 90% de sensibilidad para casos lepromatosos y
16.7% para tuberculoides. Positividad que disminuy6 a
los 3 meses de tratamiento antileproso.®

COMENTARIO

La reaccién en cadena de la polimerasa es una técnica
revolucionaria que ayuda para la deteccién de diversas
enfermedades.? Sin embargo, alin no hay estudios con-
vincentes en lepra que puedan realmente afirmar que
supera a la histopatologia y mucho menos a la clinica.

Fundamentos bien establecidos por la Escuela Mexi-
cana de Leprologia mencionan que un paciente de le-
pra no debe ser dado de alta, hay que mantenerlo en
vigilancia epidemiolégica por el riesgo de recaidas y esto
ya fue corroborado por los investigadores britanicos que
encontraron recaidas y suponen que es por la presen-
cia de bacilos viables en tejidos, cosa que ya se inferia
desde hace muchos afios.

Otra suposicién siempre ha sido que la probabilidad
de encontrar bacilos en biopsias de piel para la lepra
tuberculoide es escasa o nula, mismo evento que ya
fue sefialado por investigadores que usaron PCR modi-
ficado (ARN NASBA).

Deben hacerse mas estudios para validar la prueba
en lepra y tratar de hacerlos comparativos con un
estandar de oro como lo es la histopatologia.
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