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INTRODUCCIÓN

La lepra como todos sabemos es una enfermedad in-
fecto-contagiosa, crónica, 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 mayoría de los casos.1

La clasificación que se considera oficial interna-
cionalmente es la de Madrid (1953) y es la que fun-
damentalmente sobre bases clínicas, bacteriológicas
e inmunológicas divide la lepra en dos tipos “polares”
con características esenciales clínicas y biológicas
bien definidas, estables y totalmente antagónicas: le-
promatoso y tuberculoide y considera además dos
grupos de casos con caracteres comunes, bien defi-
nidos pero inestables y de evolución incierta: indeter-
minados y dimorfos.2

El diagnóstico de la lepra se basa en los criterios clí-
nicos, bacteriológicos, inmunológicos e histopatológicos,
y algunos autores abogan porque también se haga un
diagnóstico molecular en aquellos casos subclínicos y
para lo cual han utilizado la técnica de PCR o reacción
en cadena de la polimerasa.

RESUMEN

El diagnóstico molecular de lepra es un gran avance que no debe sustituir a la histopatología y mucho menos a la clínica.
Hacemos una revisión del uso de la reacción 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.

DESCRIPCIÓN DE LA TÉCNICA DE LA REACCIÓN
EN CADENA DE LA POLIMERASA

La PCR o reacción en cadena de la polimerasa es una
técnica basada en el conocimiento de la secuencia del
ácido nucleico, que para una aplicación diagnóstica se
analiza de manera repetida en diferentes individuos. Se
preparan cebadores de oligonucleótidos (primers) que
son complementarios de las cadenas opuestas del ADN
(ácido desoxirribonucleico) y que están 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-
gonucleótidos se incuban con ADN diana para su am-
plificación y con una ADN polimerasa que sintetiza una
cadena complementaria en dirección 5 a 3. La reacción
es sometida a una serie de temperaturas específicas
para su desnaturalización, enlace y polimerización, para
el paso de síntesis detecta la secuencia de nucleótidos
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 desnaturalización del ADN, por lo que se debía
añadir polimerasa fresca manualmente al final de cada
ciclo. La técnica se simplificó cuando se introdujo el
empleo de la polimerasa Taq, aislada de Thermus
aquaticus, una bacteria termofílica que vive en aguas
termales a una temperatura comprendida entre los 70 y
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80oC. Esta enzima es termoestable y permite que la re-
acción de polimerasa y el reanillado del ADN sea más
sensible y específico.

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

La PCR es una técnica capaz de generar in vitro gran-
des cantidades de un determinado fragmento de ADN a
partir de cantidades mínimas 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 diagnósticos y forenses.

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

Así se ha utilizado para diagnóstico prenatal de beta-
talasemias, fibrosis quística, distrofia muscular de Du-
chenne. En el campo de la dermatología se ha usado
para diagnóstico de enfermedades virales, como VIH,
citomegalovirus, virus de Epstein-Barr, herpes simple o
papilomavirus, o para establecer coexistencia fisiopato-
lógica de algunos virus en procesos neoplásicos tales
como papilomavirus y el cáncer cervicouterino, el her-
pes virus tipo 8 y el sarcoma de Kaposi. La técnica de la
PCR también ha permitido investigar la asociación de
determinados HLA en enfermedades autoinmunes e
investigar los mecanismos de oncogénesis, entre ellos
la activación del oncogen K-ras en el melanoma.3

La mayoría de los estudios se han hecho en tuberculo-
sis pero como era de esperarse también se han realizado
estudios en lepra4-7 y más aún, se han determinado algu-
nas citocinas involucradas en la patogenia de la misma.8

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-

sos positivos. Los autores de estos estudios sostienen
que con esta técnica pueden ser detectados casos sub-
clínicos.9,10

Se han hecho estudios comparativos de histopato-
logía con microscopia de luz y reacción en cadena
de la polimerasa, para diagnóstico de lepra en pa-
cientes con lepra lepromatosa y tuberculoide, con re-
sultados iguales y sin diferencia estadísticamente sig-
nificativa11 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
encontró que la PCR fue específica y sensible con un
nivel de detección 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 cutánea.
Dentro de los resultados se encontraron a ocho ca-
sos subclínicos, los cuales fueron positivos para PCR
y negativos para las técnicas convencionales de de-
tección del bacilo de la lepra.12

Se han publicado algunos artículos interesantes con
detección de M. leprae en biopsias de bulbo piloso y de
nervios periféricos, para diferenciar la neuropatía de la
lepra con otras no hansenianas. Los artículos más re-
cientes hablan que PCR en lepra puede también ser
positiva en sangre y ganglios linfáticos, pero no tan sen-
sible como la detectada en piel.13-15

Como la detección de bacilos por PCR requiere teji-
do fresco embebido en solución 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 histopatológico y otro, para PCR.16

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 observación con microscopia de luz.

Algunos autores consideran la PCR útil para el
monitoreo terapéutico después de los regímenes de tra-
tamiento convencional. Y para el diagnóstico 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.17,18,20

En Londres se estudiaron pacientes con lepra
lepromatosa ya tratados, los resultados señalaron que
la PCR tuvo una sensibilidad hasta del 99% y sugieren
que los pacientes con recaída o reacción leprosa pue-
den resultar positivos a la PCR porque los bacilos so-
brevivientes los reinfectan.21
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Hemos comentado ya acerca de la modificación 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 disminuyó a
los 3 meses de tratamiento antileproso.19

COMENTARIO

La reacción en cadena de la polimerasa es una técnica
revolucionaria que ayuda para la detección de diversas
enfermedades.22 Sin embargo, aún no hay estudios con-
vincentes en lepra que puedan realmente afirmar que
supera a la histopatología y mucho menos a la clínica.

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

Otra suposición 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 señalado por investigadores que usaron PCR modi-
ficado (ARN NASBA).

Deben hacerse más estudios para validar la prueba
en lepra y tratar de hacerlos comparativos con un
estándar de oro como lo es la histopatología.
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