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RESUMEI\_]

e detectd la infeccion por Mycobacterium leprae y se evalué la respuesta inmune en

convivientes de pacientes con lepra multibacilar (MB) registrados en el Departamen-

to de Antioquia en 2001 y 2002. Se estudiaron 61 convivientes de 16 pacientes con
lepra multibacilar (MB) de los municipios de Apartadd, Marinilla, Caucasia, Puerto Berrio,
Nechi, Bello, Amalfi, Chigorodd y Medellin. Los convivientes se evaluaron con examen fisico
para detectar signos clinicos de lepra y documentar cicatriz BCG, Ziehl Neelsen y reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en muestras de moco nasal y linfa para detectar M. leprae,
ELISA para detectar anticuerpos IgM anti glicolipido fendlico 1 (PGL-1) y aplicacion de
lepromina A con lectura de reaccion de Mitsuda a los 21-28 dias.

La edad de los convivientes fluctuo entre 4 a 76 afos, el promedio de edad fue de 31.3 aios,
55.7% de sexo femenino, el promedio de tiempo de contacto con el paciente fue de 16 aiios; 10%
presentaron IgM anti PGLI1 positiva, 54% Mitsuda positiva. Las baciloscopias y PCR fueron
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negativas. De acuerdo a estos resultados, los convivientes
se clasificaron como infectados, no infectados, de bajo
y alto riesgo de desarrollar lepra.
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SUMMARY

Infection and immune response to Mycobacterium
leprae were detected in household contacts of leprosy
patients diagnosed in Antioquia State during 2001
and 2002. Sixty-one household contacts of 16 patients
from Apartado, Marinilla, Caucasia, Puerto Berrio,
Nechi, Bello, Amalfi, Chigorodé and Medellin were
studied. Household contacts were evaluated through
physical examination to detect signs of leprosy and
document BCG scar, Ziehl Neelsen stain, polymerase
chain reaction (PCR) in nasal and peripheral lymph,
ELISA to detect IgM anti PGL-1, lepromine A to
evaluate Mitsuda reaction at 21-28 days.

Age of the household contacts had a range of 4 to 76
years, mean of the age was 31.3 years, 55.7% female,
mean of the time of contact was 16 years; 10% had
positive IgM anti PGLI1, 54% Mitsuda reaction
positive. All of Ziehl Neelsen stain and PCR were
negative. According to results, household contacts were
classified as infected, non-infected, low and high risk
to develop leprosy.
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INTRODUCCION

La Lepra es una enfermedad infecciosa,
granulomatosa crénica producida por Mycobacterium
leprae patdgeno intracelular obligado, acido alco-
hol resistente. La imagen de esta enfermedad ha
permanecido a través del tiempo; atin hoy se aso-
cia con mutilaciones, deformidad fisica y segrega-
cién (1). La enfermedad afecta principalmente al
sistema nervioso periférico, la piel, los ojos, testi-
culosy laringe. La mayor parte de las incapacidades
de los pacientes con lepra tienen su origen en el
compromiso del sistema nervioso periférico, lo cual
conduce a pérdida progresiva y traumaética de ma-
nosy piesy a dafio ocular grave (2). Los programas
de control de lepra en el mundo establecen como
una de sus prioridades el manejo y la deteccién tem-
prana de los pacientes con formas clinicas atn le-
ves, con la finalidad de disminuir sus incapacidades
fisicas. A pesar de esto entre el 25 y el 30% del
total de los pacientes con lepra del mundo presen-
tan complicaciones neurolégicas que conllevan a
la aparicién de deformidades fisicas notables (2).

La diseminacién de la infeccién en una comunidad
depende de las oportunidades de contacto con la
bacteria y de la respuesta inmunoldgica de cada
individuo expuesto. Actualmente se conoce que la
infeccidn subclinica por Mycobacterium leprae en areas
endémicas es muy frecuente, pero el porcentaje de
individuos que llega a tener la enfermedad es del 5
al 10% (3).

La lepra continda siendo un problema real de salud
publica, en el afio 2003 la Organizacién Mundial de
la Salud reportd una disminucién del nimero de
pacientes con lepra de 6.000.000 de pacientes en
1985 a534.311 de casos para ese afio. La India es
el pais donde hay mayor niimero de casos y Brasil
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es el segundo en el mundo (4). En el ano 2000 Co-
lombia aparece con 20.338 casos de los cuales
hay 12.363 lepromatosos y 7.975 tuberculoides;
considerandose este pais de mediana endemicidad
en lepra con regiones de prevalencias altas como
los Santanderes, Arauca y Boyacé (5).

En el departamento de Antioquia el niimero de ca-
sos nuevos en los afios 2001 y 2002 fue de 16,
distribuidos en varias zonas del departamento. Es-
tos casos nuevos estan asociados a personas de
alto riesgo de sufrir la enfermedad, como son los
convivientes. Se calcula que cada caso nuevo pue-
da tener en promedio 3-5 convivientes o contac-
tos, lo cual nos da un nimero total de 51 a 73
convivientes en riesgo de estar infectados con M.
leprae y que pueden en un momento de su vida
padecer lepra.

La incidencia de lepra en Antioquia ha fluctuado
desde 1982 a 2002, entre 0.19 a 0.93 por 100.000
habitantes (6). De acuerdo con estos datos y se-
glin la OMS, el control de esta enfermedad esté en
la etapa de posteliminacién, es decir que ya no re-
presenta un problema de salud publica para la re-
gién (7); sin embargo, el largo periodo de incubacién
de la enfermedad hace posible la aparicién de ca-
sos nuevos en la poblacién de alto riesgo, los
convivientes, aiin después de haber realizado el tra-
tamiento con poliquimioterapia del caso indice (8).

El programa de control de lepra a nivel nacional,
establece un seguimiento clinico periédico de es-
tos convivientes (7); este instrumento tiene dificul-
tades pues Gnicamente detecta convivientes que
tengan lesiones clinicas y lo ideal serfa detectar per-
sonas infectadas con riesgo de desarrollar la enfer-
medad.

Hay interés de la OMS en conocer el porcentaje de
convivientes infectados con riesgo de desarrollar la
enfermedad y que pueden ser detectados a través
del uso de métodos clinicos, bacteriolégicos,
serolégicos y de tecnologia de biologfa molecular
que indiquen un periodo anterior a la aparicién de
la infeccién clinica (9).

Revista CES MEDICINA Volumen 18 No.1 Enero - Julio / 2004 |

Una de las principales limitaciones para el control
epidemioldgico exitoso de la lepra es la carencia de
un método de diagndstico para casos subclinicos.
Ellargo periodo de incubacién de la enfermedad, la
liberacién y diseminacién de M. leprae durante los
estadios subclinicos y principalmente en casos de
pacientes multibacilares no tratados, constituyen
la fuente principal de infeccién (10).

El diagnéstico precoz de lepra permitiria un trata-
miento oportuno y con ello se disminuirfan la
incapacidades de estos enfermos. El diagndstico
de lepra esta dado por los hallazgos anormales a la
exploracién de la sensibilidad superficial, el engro-
samiento de los nervios periféricos y el hallazgo de
la micobacteria en frotis de moco nasal, linfa y biop-
sia de la lesién cutanea (11).

Estas ayudas diagndsticas son solo ttiles en pacien-
tes con cambios fisicos, es decir cuando ya son
sintomaticos, quedando por fuera los contactos
infectados, baciliferos y que aln no tienen
sintomatologia.

La evaluacién del estado inmunitario de los enfer-
mos con lepra se hace mediante la prueba de hi-
persensibilidad retardada a antigenos del bacilo
causal, lepromina (12). La lepromina puede
obtenerse de lepromas de pacientes LL, lepromina
Hy de lepromas de armadillos infectados, lepromina
A. Para la prueba se aplican intradérmicamente
0.1cc del antigenoy se hace la lectura a las 24 ho-
ras (reaccién de Ferndndez) y a los 21 dias (reac-
cién de Mitsuda) (7). Esta prueba es positiva en
pacientes con las formas tuberculoides y negativa
en los que tienen formas lepromatosas (12). El fun-
damento de la reaccién de Mitsuda esta en la in-
munidad mediada por células, la cual esta deprimi-
da en la forma lepromatosa y exaltada en la
tuberculoide (8).

La produccién de antigenos sintéticos a partir del
andlisis del PGL-1 ha permitido disefiar pruebas de
tipo ELISA, que detectan anticuerpos especificos
contra M. leprae lo cual representa una ayuda de
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importancia para el diagnéstico temprano de per-
sonas infectadas o con “alto riesgo” de enfermar
(13). Las pruebas de ELISA para la deteccién de
anticuerpos contra el PGL-1 son de gran utilidad
en pacientes con alta carga bacilar en quienes se
detectan niveles altos de anticuerpos tipo Ig M pero
tienen limitaciones en los casos paucibacilares (14).

La especificidad y sensibilidad de estas pruebas es
determinada por la comparacién de resultados en
personas sanas con los resultados obtenidos en
pacientes con lepra. De esta manera se ha repor-
tado una especificidad del 98% y una sensibilidad
del 80 al 100% para deteccién de anticuerpos en
pacientes multilbacilares y de 30 a 60% para pa-
cientes paucibacilares (14). La variacién entre los
reportes de sensibilidad, depende principalmente
de la poblacién donde fue estudiada y de la dife-
rencia clinica y terapettica de los pacientes. Los
convivientes y contactos de pacientes pueden ser
también seropositivos, como resultado de infec-
cién. En conclusién, cuando los resultados detec-
tan anticuerpos, indican presencia de infeccién con
M. leprae, sinembargo puede haber o no signos cli-
nicos de dicha infeccién. Esto podria aclarar que
estas pruebas seroldgicas son utiles cuando son
consideradas junto con otras herramientas de diag-
ndstico. Las pruebas seroldgicas se han usado ade-
mas como una medida cuantitativa para evaluar el
efecto de la terapia en pacientes con lepra MB
(13,14).

El uso de la reaccién de la polimerasa en cadena
(PCR), ha permitido mejorar el diagndstico en aque-
llos casos en que los métodos convencionales no
son Gtiles (15-17). También se ha utilizado para medir
la eficacia de la quimioterapia en pacientes bajo tra-
tamiento (16).

Solamente si se detectan los infectados por M. leprae
podriamos en el contexto de posteliminacion, iden-
tificar el grupo de riesgo para hacer un seguimien-
to.

MATERIALES
Y METODOS _

Poblacion estudiada.

61 convivientes de 16 pacientes MB diagnostica-
dos en 2001 y 2002. A cada individuo se le aplicd
el formulario con las variables de interés y se toma-
ron muestras de sangre, moco y linfa previo con-
sentimiento escrito.

Con respecto al caso indice: fecha de ingreso al
programa de control, sexo, edad, indice bacilar al
ingreso y actual, estado actual del tratamiento,
posiciéon en la familia, escolaridad, estrato
socioecondmico.

Con respecto al conviviente: edad, peso, talla, sexo,
cicatriz de vacunacién con BGC, tiempo de convi-
vencia con el caso indice, escolaridad, estrato
socioecondémico, parentesco con el caso indice,
niveles de anticuerpos IgM, resultado de
baciloscopia en mocoy linfa, resultado de PCR en
moco y linfa, prueba de lepromina.

Definicién de términos

Conviviente: persona que vive bajo el mismo techo
que el caso indice, durante 2 afios 0 mas y el exa-
men fisico es clinicamente normal, sin signos ni sin-
tomas de lepra (7).

Caso indice: paciente con diagndstico de lepra
multibacilar inscritos en el programa de control de
Hansen en 2001-2002 (7).

Infectado: conviviente con anticuerpos IgM anti
PGLI positivos.

No infectado: conviviente negativo para anticuerpos

IgM contra PGLI, PCR negativo y baciloscopia ne-
gativa.
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Analisis de datos

Se aplicé estadistica descriptiva, en forma de me-
didas de frecuencia y de tendencia central.

Serologia para deteccion de anticuerpos IgM
anti PGL1

El antigeno sintético PGL~1 fue suministrado por el
Dr. Patrick Brennan de la Unidad de Micobacterias
de Colorado State University, USA. PGL-1 fue uti-
lizado a una concentracién de 2.0 ug/mly fue dilui-
do 1:1000. Se utilizaron placas de ELISA de 96
pozos marca Dynatech®, a cada pozo se le adicio-
nd 50 ul de antigeno diluido. Se incubé el plato a
temperatura ambiente toda la noche (14-18 ho-
ras). Se descart6 el sobrenadante y se adiciond
100ul de solucién bloqueadora (1% albtmina sérica
bovina en PBS). Se incubd por 1 hora a 37° C. Se
descartd el sobrenadante y se adiciond 50ul de
suero del conviviente diluido 1:300 en 0.5% BSA-
PBS. Se incubd por 1 hora a 37°C, se lavd 4 veces
con PBSy se adicionaron 50ul de anticuerpo anti
IgM humana conjugado diluido en 0.5% BSA-PBS.
Se incubd a 37° C por 1 hora. Se lavé el plato 4
veces con PBS y se adiciond 50ul de TMB solucién
de sustrato a cada pozo. Se incubd 10-15 minutos
a 37° C, se paré la reaccién adicionando 50ul de
H2S04 2.0M. Se leyd la absorbancia con filtro 450 nm.

Calculo del punto de corte

El punto de corte para la interpretacion de la lectu-
ra fue calculado usando 75 sueros de poblacién
sana pertenecientes al departamento de Antioquia
que no son contactos de pacientes con lepra. El
promedio de la lectura de estos sueros mas la suma
de 3 desviaciones estandar fue considerado el pun-
to de corte. El cual correspondidé a 0.115 de
absorbancia lefda a 450 nm, el mismo filtro utiliza-
do para la lectura de las pruebas.

PCR para deteccion de M. leprae
La PCR se realizé utilizando reactivos marca

Promega Inc, USA., y el equipo de amplificacién MJ
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Research PT 100, utilizando los primers 18kd-1y
18kd-2 especificos de M. leprae y el protocolo de
amplificacién descritos por Scollard et al (18).

Los productos de la PCR, se corrieron en un gel de
agarosa al 2%, para comprobar si hubo amplifica-
cién.

Baciloscopia

Se realizd coloracidon de Ziehl Neelsen en muestras
de moco y linfa, de acuerdo a la metodologia ya
descrita (19).

Prueba de lepromina

Esta prueba intradérmica se realizé con lepromina
A, antigeno preparado a partir de lepromas de ar-
madillo. La lectura e interpretacion de la induracién
se realizé teniendo como base un punto de corte
de 4mm, siendo positiva si es igual o mayor (19).

Interpretacion de prueba de lepromina

Reaccién de Mitsuda: fue lefda 21 a 28 dias des-
pués de la aplicaciéon. Una prueba positiva significa
que si la persona se infecta con M. leprae tendra
una respuesta inmune adecuada que podria con-
trolar la infeccién o desarrollar una lepra
tuberculoide. Una prueba de Mitsuda negativa sig-
nifica que si existe infeccién, la persona desarrolla-
ré una lepra lepromatosa (19).

RESULTADOS

La edad de los convivientes estudiados fluctud en-
tre 4 a 76 anos, el promedio de edad fue de 31.3
anos, 55.7% de sexo femenino, el promedio de
tiempo de convivencia fue de 16 afos. De los
convivientes estudiados, 10% presentaron IgM anti
PGLI positiva, 54% Mitsuda positiva. Las
baciloscopias y PCR de mocoy linfa fueron negati-
vas para todos los convivientes.

Los convivientes se clasificaron en 4 grupos tenien-
do como baselosresultados de las pruebas realizadas.
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Grupo 1: 1 conviviente con respuesta inmune si-
milar a lepra lepromatosa, Mitsuda ne-
gativa y anticuerpos IgM positivos.

Grupo 2: 27 convivientes con respuesta inmune
similar a lepra tuberculoide, Mitsuda
positiva y anticuerpos IgM negativos.

Grupo 3: 20 convivientes no infectados,
anticuerpos IgM negativos y Mitsuda
negativa.

Grupo 4: 4 convivientes con anticuerpos IgM anti
PGLI positivos y Mitsuda positiva.

Grupo 5: 7 convivientes que no asistieron a la lec-
tura de la lepromina, 6 de ellos con titu-
los de anticuerpos anti IgM negativos y
1 positivo.

CONCLUSIONES

Evaluar desde varios aspectos (examen fisico, esta-
do bacterioldgico e inmunoldgico) a los convivientes
de pacientes con lepra, es de gran utilidad para la
deteccién de infectados, de casos nuevos, y para
la determinacion de la respuesta inmune como in-~
dicador de susceptibilidad a desarrollar variables
clinicas de lepra en esta poblacién de riesgo.

La bisqueda activa de casos en Antioguia donde la
prevalencia de lepra ha fluctuado desde 1986 a
1998, entre 0.2 a 1.8 por 100.000 habitantes, es
de gran importancia para mantener esta enferme-
dad en estado de eliminacién como problema de
salud publica, pues la prevalencia actual es igual a
la planteada por la OMS que define eliminacién
cuando la prevalencia alcanza niveles de menos de
un caso por 10.000 habitantes.

El seguimiento de esta poblacién de riesgo favore-
cerfa la deteccién temprana de casos nuevos de
lepra, ademés, ayudaria a la consecucién del obje-
tivo de la eliminacién de la lepra y de pacientes con
secuelas graves e irreversibles.

La estandarizacién de una prueba de ELISA no co-
mercial para la deteccidn de anticuerpos IgM con-
tra antigeno PGLI1 de Mycobacterium leprae es un
resultado adicional de nuestra investigacién, ade-
mas de aportar una solucién diagndéstica y de se-
guimiento en estos pacientes y convivientes ya que
la prueba comercial no existe.

Un conviviente presenté anticuerpos IgM positivos
y reaccién de Mitsuda negativa, lo cual significa que
ya esté infectado y que si desarrolla la enfermedad
presentara una lepra lepromatosa, pues la respuesta
inmune celular es ineficiente. Veinte y siete
convivientes de los estudiados con anticuerpos IgM
positivos presentaron prueba de Mitsuda positiva,
indicando que estan infectados con M. leprae y que
si desarrollan la enfermedad probablemente sea le-
pra tuberculoide, pues la respuesta inmune celular
es adecuada y presentan un perfil inmunolégico si-
milar al de los pacientes con lepra tuberculoide (12).
Estos dos grupos de pacientes han sido identifica-
dos como los de mayor riesgo de sufrir la enferme-
dad en alglin momento de sus vidas y deben ser
evaluados periddicamente para detectar signosy
sintomas tempranos de la enfermedad. Los
convivientes no infectados, continuaran en riesgo
de infectarse mientras estén en contacto con un
paciente bacilifero.

El uso de la PCR en convivientes asintomaéticos, es
una practica nueva que explora la posibilidad de
detectar la micobacteria en muestras de moco na-
saly linfa de esta poblacién de alto riesgo.

Este estudio ayuda a justificar la estrategia de se-
guimiento a esta poblacién de riesgo, utilizando al
mismo tiempo varias herramientas diagndsticas
para aumentar la sensibilidad del examen clinico.

De los resultados expuestos salen interrogantes
importantes acerca de nuevas conductas
terapetticas o profilacticas en los convivientes in-
fectados. La clasificacién del conviviente de acuer-
do a su estado de infeccidn y de la respuesta inmu-
ne permite realizar una evaluacién estrechay ade-
cuada, la cual podria implementarse como conducta
de seguimiento en poblacidn de riesgo.
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