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RESUMEN

Palabras clave

Objetivos. El descenso mundial de la prevalencia de la lepra no ha coincidido con un des-
censo de su incidencia, lo cual indica que no se ha podido prevenir la transmision de la enfer-
medad. A pesar de la escasez de pacientes con lepra lepromatosa, la mayoria de los habitantes
de areas endémicas presentan signos de exposicion al Mycobacterium leprae, hecho que
podria explicarse por la presencia de infecciones subclinicas baciliferas en la comunidad. El ob-
jetivo de este estudio consistid en investigar el uso de una prueba de reaccion en cadena de la
polimerasa (RCP) para detectar M. leprae en muestras de moco nasal de contactos intrado-
miciliarios, sin signos ni sintomas, de pacientes con lepra.

Meétodos. Se estandarizd y optimizd una técnica de RCP para amplificar un fragmento de
321 pares de bases, utilizando un par de iniciadores complementarios a un segmento del gen
LSR/A15 que codifica la proteina de 15 kDa. Se investigaron las concentraciones dptimas de
todos los componentes y se utilizd dimetilsulféxido (DMSQO) para lograr una amplificacion
mas especifica. La prueba se aplicé a 70 contactos intradomiciliarios de pacientes procedentes
de ocho municipios colombianos con alta prevalencia de lepra.

Resultados. El limite de deteccion de la prueba fue de 100 fg de ADN. Con la técnica opti-
mizada se detectd la presencia del bacilo en las muestras de moco nasal de 9 (12,8%) de los
70 contactos intradomiciliarios sanos. Todos los contactos intradomiciliarios de casos pauciba-
cilares que resultaron positivos (n = 3) procedian de municipios con una prevalencia muy alta.
La convivencia de los contactos RCP* con los pacientes, expresada como tiempo de conviven-
cia en relacion con la edad fue significativamente menor que la de los contactos con resultados
negativos en la RCP (P = 0,028), demostrando la capacidad de deteccion precoz de la prueba.
Conclusiones. La RCP desarrollada es util como herramienta de deteccion y seguimiento
precoz de posibles casos de lepra y se puede utilizar en la monitorizacion de poblaciones de alto
riesgo y también para el mantenimiento de los logros del programa de eliminacion de la lepra
en paises donde se ha conseguido reducir significativamente su prevalencia.
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La lepra es una enfermedad infec-
ciosa cronica que afecta a millones
de personas en el mundo y presenta una
prevalencia global de 1,25 casos/10 000
habitantes (1). El agente etioldgico es
Mycobacterium leprae, bacteria que adn

no ha podido ser cultivada in vitro, por
lo cual el diagnéstico de la lepra se basa
en los hallazgos clinicos, junto con el
examen histolégico y la visualizacion mi-
croscépica de los bacilos &cido-alcohol
resistentes en los frotis de tejidos (2).
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Desde el punto de vista epidemiolo-
gico, llama la atencién que el descenso
mundial de la prevalencia de la lepra
no se haya acompafiado de un des-
censo de su incidencia, es decir, que no
se haya podido prevenir la transmi-
sién, a pesar de que se haya adoptado
la poliquimioterapia en programas
con un seguimiento muy estricto (3).
Por otro lado, a pesar de la escasez de
pacientes con lepra lepromatosa, la
mayoria de los habitantes de &reas en-
démicas presentan signos de exposi-
cion a M. leprae (3). Para esto se han
buscado varias explicaciones, entre
ellas que, debido al largo periodo de
incubacion de la enfermedad y a la
amplia gama de presentaciones clini-
cas, exista una gran proporcién de pa-
cientes que se mantienen largo tiempo
en la forma subclinica, en la que pue-
den presentar una fase bacilifera de la
infeccién primaria, localizada en la mu-
cosa nasal, que los convierte en un
foco transitorio de diseminacion de ba-
cilos (3). Como se desconoce en gran
medida la importancia de la infeccion
subclinica y su relevancia en la trans-
mision de la enfermedad, la cuantifica-
cién de la proporcién de casos subcli-
nicos en una poblacién dada podria
aumentar nuestro conocimiento de la
diseminacién y transmision de M. le-
prae y de los factores de riesgo. Las
personas que estan en contacto perma-
nente con los enfermos son quienes
tienen mayor riesgo de contraer tanto
la infeccion como la enfermedad (1) vy,
por lo tanto, es importante encontrar
un método rapido, sensible y especi-
fico que permita realizar un diagnos-
tico precoz de esta infeccién subclinica
entre los contactos intradomiciliarios
de los pacientes, con el fin de vigilar y
evaluar la importancia de tales casos
en la cadena de transmisién de la en-
fermedad (3).

La aplicacion de la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa
(RCP) en la deteccion especifica de M.
leprae en muestras clinicas proporciona
una gran sensibilidad (deteccion de 10
a 100 bacilos) y una especificidad del
100% (4-7). Como blancos se han utili-
zado diferentes secuencias, como las
que codifican las proteinas antigénicas

de 15 kDa (8), 18 kDa (9, 10) y 36 kDa
(11, 12), la proteina de 65 kDa (13, 14),
la secuencia repetitiva RLEP (4, 15-17),
la subunidad 16S del ARNr (18) y la
enzima superoxido-dismutasa (19).
Entre sus aplicaciones se encuentra la
deteccion de mutaciones especificas en
genes que le puedan conferir al bacilo
resistencia a la rifampicina o a las fluo-
roquinolonas, como las mutaciones
de los genes rpob (20) y gyr A/B (21),
respectivamente.

En este estudio se desarrolld una
RCP usando como blanco el gen
LSR/A15, que codifica la proteina anti-
génica de 15 kDa de M. leprae (8), y
se utilizé en muestras de moco nasal
de los contactos intradomiciliarios de
pacientes con lepra provenientes de
municipios colombianos de alta preva-
lencia para detectar la presencia de
infeccion subclinica.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio transversal en
ocho municipios del departamento de
Cesar, Colombia, en el que se investi-
garon los contactos intradomiciliarios,
sin signos ni sintomas de enfermedad,
de todos los casos nuevos de lepra
diagnosticados durante el semestre de
julio a diciembre de 1998.

En dos fichas disefiadas al efecto se
registraron los datos demogréficos y
clinico-epidemioldgicos de todos los
contactos intradomiciliarios incluidos
en el estudio. Posteriormente los datos
se trasladaron a una base de datos Epi-
info. A partir de los datos consigna-
dos, se realizé un anélisis de frecuen-
cias de las variables de interés, asi
como un analisis bivariado cuando fue
posible.

Se recolectaron muestras de moco
nasal de los contactos intradomicilia-
rios de pacientes con lepra diagnosti-
cados histopatoldgica y clinicamente
entre julio y diciembre de 1998 por el
programa local de control de lepra del
departamento de Cesar, Colombia. Las
muestras fueron tomadas en el centro
de salud de cada municipio, utilizando
hisopos de algodon y realizando mo-
vimientos rotatorios sobre el tabique
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nasal. Los hisopos fueron colocados en
tubos de ensayo nuevos, estériles, de
cierre hermético, y en 24 horas fueron
enviados, refrigerados, al Instituto Na-
cional de Salud (INS) en Bogotd. A
cada tubo de ensayo con el hisopo se le
afiadieron 1 500 mL de tampén Tris-
HCI 1mM, se agité fuertemente el
hisopo dentro del tamp6n y la suspen-
sién obtenida se dividié en tres ali-
cuotas de 500 mL que fueron congela-
das a -70°C hasta su utilizacion.

Como controles positivos se utiliza-
ron bacilos aislados a partir de tejido
del cojinete plantar de ratones BALB/c
inoculados 12 meses antes, segun el
protocolo recomendado por la OMS
(22). La cuantificacion de los bacilos
acido-alcohol resistentes se realizd en
frotis tefiidos con la coloracién de
Ziehl-Neelsen (2). Ademas, también se
utilizaron bacilos obtenidos a partir de
muestras de lepromas de un paciente
con lepra lepromatosa diagnosticado
recientemente, usando el protocolo re-
comendado por la OMS para el proce-
samiento de las biopsias (22). Como
controles negativos se utilizaron mues-
tras de agua ultrapura y cultivos de
otras micobacterias: M. chelonae, M. for-
tuitum, M. avium-intracellulare, M. bovis,
M. bovis var BCG, M. tuberculosis Hy;Rv,
M. vacae y M. kansasii, obtenidas de la
micobacterioteca del Laboratorio de
Micobacterias del INS, las cuales se re-
suspendieron en el mismo tampdn
Tris-HCI 1mM.

El proceso de extraccion del ADN
cromosémico de los controles se rea-
liz6 utilizando dos métodos: el enzi-
matico y el de choque térmico. El mé-
todo de choque térmico consistié en
someter la suspension a ebullicion du-
rante 5 minutos, y luego a 6 ciclos de
ebullicién y congelacién en nitrégeno
liquido (23). En el método enzimatico
se afiadid lisozima (2 mg/mL), se in-
cubé a 37 °C durante una hora y poste-
riormente se afiadid proteinasa K (100
mg/mL) y dodecilsulfato s6dico (SDS)
al 10%. El ADN extraido se purificé
utilizando igual volumen de fenol:clo-
roformo (24:1) seguido de dos lavados
por centrifugacién, primero con etanol
absoluto y después con etanol al 70%
(23). EI ADN purificado fue reconsti-
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tuido con 25 nmL de agua ultrapura, se
cuantificd por visualizacion en gel de
agarosa al 0,8% y se guardo a -70 °C
hasta su utilizacion. La extraccion del
ADN de los cultivos de las otras mico-
bacterias se realiz6 segun la metodolo-
gia estandar (24).

En la RCP se amplific6 un fragmento
de 321 pares de bases, usando los oli-
gonucleétidos MIG1, entre los nucleé-
tidos 290 y 309 (5-CGAAGAAGT-
GACCGTCAACC-3), y MIG2, entre
los nucledtidos 609 y 628 (5'-
AATGCGTCAATGACGTCGGC-3")
(Gibco Life Technologies, Carlsbad,
CA, EE.UU.), en un termociclador
Amplitron 1® (Barnstead/ Thermolyne,
Dubuque, 1A, EE.UU.). Se obtuvo una
buena amplificacion usando las con-
centraciones estandar recomendadas
habitualmente por el proveedor de
la polimerasa Tagq (Amersham Life
Science, Piscataway, NJ, EE.UU.). Para
visualizar el producto de la RCP se re-
aliz6 una electroforesis sembrando 15
mL de la muestra en el tampén de
migracion, constituido por azul de bro-
mofenol al 0,05%, sacarosa al 40%,
EDTA 0,1 M (pH 8,0) y SDS al 0,5%,
utilizando como marcador de peso mo-
lecular el f X174/Hae 1l Digest (Sigma
Chemical, St. Louis, MO, EE.UU.).

Los componentes y condiciones de
la prueba estdndar fueron optimizados
empleando diferentes concentraciones
de trifosfatos de desoxirribonucledsi-
dos (dNTP; 1, 2, 3 y 4 mM; Sigma
Chemical), de MgCl, (0,05, 1,15y 2
mM; Amersham Life Science), de cada
uno de los iniciadores (0,25, 0,5, 0,75, 1
y 1,25 mM; Gibco Life Technologies), de
polimerasa Taq (0,5, 1, 1,25 y 1,5 uni-
dades; Amersham Life Science) y de
dimetilsulfoxido (DMSO) al 10% (0,
2,5, 3,5, 45y 5,5 m; Sigma Chemical)
(25, 26). Las temperaturas de hibrida-
cion probadas fueron de 45, 48, 50, 52
y 55 °C, y el nimero de ciclos de am-
plificacién de 30, 35, 40 y 45. Para vi-
sualizar los productos de la RCP se
emplearon geles de agarosa al 2 a 4%,
coloreados con bromuro de etidio tras
la polimerizacién de la agarosa.

Para determinar el limite de detec-
cion de la RCP optimizada se utiliza-
ron cantidades decrecientes de 1 mg a
1 fg de ADN de M. leprae extraido y
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purificado a partir del cojinete plantar
del ratébn BALB/c.

El control de calidad se realiz6 con
la metodologia descrita por Santos et
al. (4), quienes nos suministraron sus
iniciadores.

A todas las muestras negativas se les
afadieron 100 fg de ADN de M. leprae,
y se repitié la prueba con el fin de evi-
denciar la presencia de inhibidores de
la polimerasa Taq.

RESULTADOS

Se obtuvieron muestras de moco
nasal de 70 contactos intradomicilia-
rios de 22 pacientes con lepra diagnos-
ticados clinica e histopatolégicamente
entre julio y diciembre de 1998 por el
programa local de control de lepra del
departamento de Cesar, Colombia; 14
pacientes fueron clasificados como
multibacilares (MB) y 8 como pauciba-
cilares (PB), segun la clasificacion de la
OMS (2).

De los dos métodos de extraccion
del ADN de los controles positivos,
con el de digestién enzimatica se ob-
tuvo mayor cantidad que con el de
choque térmico; la diferenciafue de 1 a
10 ng/mL.

Después de probar las diferentes
concentraciones y condiciones de rea-
lizacién de la prueba, se verifico que la
concentracion optima de MgCl, era de
1mM; la de dNTP, de 2 mM; la de ini-
ciadores, de 0,75 mM; la de la enzima,
de 1,25 unidades/prueba, y la de
DMSO, de 0,9%. Se comprobd que la
temperatura Optima en la fase de
union de los iniciadores a la cadena de
ADN blanco fue de 48 °C y que se ob-
tuvo una banda especifica con 35 ciclos
de amplificacién. Para la visualizacién
Optima de los productos de amplifica-
cion se escogio la agarosa al 3%.

Por lo tanto, finalmente la amplifi-
cacion se realizé satisfactoriamente
usando 50 mL de una mezcla de reac-
cion que tenia las condiciones 6ptimas,
de la siguiente forma: 5 mL de tampon
RCP10X; 2 mL de MgCl, (25 mM); 4 mL
de mezclade dNTP (25 mM cada uno);
0,25 mL (5,0 U/ml) de polimerasa Taq;
1,5 mL (25 mM) de cada iniciador; 4,5
mL de DMSO (10%) (25, 26), y 25,75 mL

de agua ultrapura; cada mezcla de
reaccion fue cubierta con aceite mine-
ral (Sigma Chemical) y, por ultimo, se
colocaron 10 mL del ADN extraido. La
mezcla de reaccidon se sometié a un
ciclo de desnaturalizaciéon de 3 minu-
tos a 96 °C, seguido por 35 ciclos de 1
minuto a 96 °C, 1 minuto a48 °Cy 1 mi-
nuto a 72 °C. Finalmente, se sometieron
a un ciclo de 5 minutos a 72 °C. Los
productos de la RCP se visualizaron
mediante electroforesis en gel de aga-
rosa al 3%. La técnica optimizada de-
tecto hasta 100 fg de ADN (figura 1).

Se procesaron 70 muestras de moco
nasal de los contactos intradomicilia-
rios de los pacientes y se detect6 ADN
de M. leprae en 9 de ellas (12,8%) (fi-
gura 2). EI ADN de los dos controles
positivos incluidos se amplificd en
todos los casos (figura 2). El agua ul-
trapura y las otras micobacterias utili-
zadas como controles negativos no se
amplificaron en ningun caso. Las 61
muestras inicialmente negativas fue-
ron positivas después de afladir ADN
de M. leprae, descartando asi la presen-
cia de inhibidores. En el control de ca-
lidad, al probar las 70 muestras de
moco nasal con la técnica de Santos et
al. (4) se obtuvieron resultados iguales
en cuanto a la positividad de las mues-
trasy a la ausencia de inhibidores de la
reaccion.

Los contactos estudiados, sin signos
ni sintomas de enfermedad, provenian
de ocho municipios colombianos con
alta prevalencia de lepra (cuadro 1); 44

FIGURA 1. Limite de deteccion de la RCP:
banda amplificada de 321 pares de bases
del gen LSR/A15 de M. leprae. Carril 1: ADN
de M. leprae de leproma; carril 2: control
negativo, y carriles 3 a 8: ADN de M. leprae
del cojinete plantar: 1 pg, 100 pg, 1 pg, 100
fg, 10 fg y 1 fg, respectivamente
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FIGURA 2. Fragmentos de amplificacion de 321 pares de bases del gen LSR/A15 de
M. leprae. Carril 1: ADN de M. leprae de cojinete plantar; carril 2: ADN de M. leprae de
leproma; carril 3: control negativo, y carriles 4 a 20: muestras del 1 al 16
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de ellos (62,8%) eran contactos intra-
domiciliarios de casos MB, y 26 (37,2%)
de casos PB; el 42% eran hombres y el
58%, mujeres, y los antecedentes de va-
cunacion con BCG fueron positivos en
el 56%, negativos en el 37% y descono-
cidos en el 7%. El 67% de los contactos
tenian un parentesco en primer grado
con el caso indice, el 9% en segundo
grado, el 17% eran sus cényuges y el
7% no tenian relacién de parentesco.
El 67% de los contactos eran de proce-
dencia urbana y el 33% de procedencia
rural. El promedio de convivientes por
caso indice fue de 3,18 personas (1 a 8).
El 77% eran contactos de casos indice
del sexo masculino, y el 23% de casos
indice del sexo femenino.

El 50% de los convivientes tenian 21
afios 0 mas, con un promedio de 23,9
afios, mientras que el 50% de los casos
indice tenian 32 afios o mas, con una
media de 34,5 afios. El 50% de los con-
vivientes habian vivido con el caso in-

dice 9 afios 0 mas (media de 11,2 afios).
Relacionando el tiempo de conviven-
cia con la edad del conviviente, se ve-
rificd que el 50% de los convivientes
habian convivido el 58% de su vida
con el caso indice y, en promedio, el
62% de su vida. El 50% de los convi-
vientes procedian de municipios con
una prevalencia = 2,5/10 000 habitan-
tes y el 61% eran convivientes de un
caso indice sin discapacidades.

El analisis de frecuencias de las va-
riables discriminadas entre convivien-
tes RCP*y RCP-y los resultados de los
andlisis bivariados realizados se mues-
tran en los cuadros 2 y 3. Se encontrd
una mayor probabilidad de infeccion
entre los conyuges que entre el resto de
los convivientes con parentesco o sin él
[razon de posibilidades (OR) = 3,87; in-
tervalo de confianza del 95% (1C95%):
1,21 a12,3]. Los convivientes con infec-
cion subclinica presentaron una convi-
vencia significativamente menor (P =

CUADRO 1. Distribucién de los contactos intradomiciliarios con RCP positiva
para M. leprae segun la prevalencia de lepra en el municipio y el tipo de caso

indice. Cesar, Colombia, 1998

Casos Contactos Contactos
Municipio Prevalencia? nuevos investigados RCP+/caso
1 8,5 3 12 1/1 (PB)®
2 5,7 2 7 1/1 (MB)
3 5,0 1 5 0
4 3,6 2 5 2/2 (PB)
5 2,5 4 14 0
6 2,4 5 18 2/1 (MB)
7 2,4 2 5 2/1 (MB)
8 1,2 3 4 1/1 (MB)

Fuente: Departamento Administrativo de Salud del Cesar. Dasaluc.

@ Por 10 000 habitantes.
bPB = paucibacilares. MB = multibacilares.
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0,028) que los convivientes sin infec-
cion subclinica; al discriminar entre los
convivientes de casos indice MB, la
diferencia siguio siendo significativa
(P=0,045).

DISCUSION

En el presente estudio se estandarizé
la técnica de la RCP para detectar M.
leprae en el moco nasal, utilizando el
gen LSR/A15 como secuencia blanco.
El bacilo posee una Unica copia de este
gen en su genoma, lo que incrementa
enormemente la especificidad de la
prueba. Comparativamente, cuando se
usa como blanco una secuencia repeti-
tiva, la sensibilidad aumenta mucho,
como en el caso de la prueba desarro-
llada por Santos et al. (4), pero general-
mente a expensas de la especificidad.

Nuestra prueba alcanzé un limite de
deteccién de 100 fg de ADN (corres-
pondiente a unos 10 a 100 bacilos), si-
milar al que obtuvieron Misra et al. (8),
y no hubo reaccién cruzada con nin-
guna de las otras ocho especies mico-
bacterianas analizadas, lo cual indica
gue estamos frente a una valiosa he-
rramienta utilizable en el diagndstico
precoz de la infeccion. Es importante
destacar que con la prueba desarro-
llada por Santos et al. (4), que posee un
limite de deteccion 100 veces mayor
que nuestra prueba, la reactividad de
las muestras de moco nasal fue igual,
lo cual demuestra una buena sensibili-
dad de la técnica estandarizada. La
aplicacion de esta prueba a los contac-
tos intradomiciliarios permitira detec-
tar nuevos casos antes que la bacilos-
copia, cuya sensibilidad es 500 veces
menor (27).

En el presente estudio utilizamos
muestras de moco nasal teniendo en
cuenta que las vias respiratorias altas,
y especialmente la mucosa de las fosas
nasales, son una de las principales vias
de transmision (3, 27). Como han suge-
rido previamente varios investigado-
res (12, 13, 17), no se puede descartar la
posibilidad de encontrar “portadores
pasivos” que, sin tener infeccion sub-
clinica, tengan bacilos en sus fosas na-
sales; sin embargo, esto no invalida la
utilidad de la prueba para la monitori-
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CUADRO 2. Distribucién de variables categoéricas entre los contactos intrado-
miciliarios de nuevos casos de lepra, segun el resultado de la RCP en el moco

nasal. Cesar, Colombia, 1998

RCP* RCP-
Variable n (%) n (%) Valor P2
Sexo
Masculino 3(10,3) 26 (89,7) 0,597
Femenino 6 (14,6) 35 (85,4)
Antecedentes de BCGP
Si 6 (15,4) 33 (84,6) 0,660
No 3(11,5) 23 (88,5)
Procedencia
Rural 5(21,7) 18 (78,3) 0,120
Urbana 4 (8,5) 43 (91,5)
Prevalencia municipio
< 2,5/10 000 hab 5(12,2) 36 (87,8) 0,840
> 2,5/10 000 hab 4(13,8) 25 (86,2)
Caso indice
MB 6 (13,6) 38 (86,4) 0,800
PB 3(11,5) 23 (88,5)
Total 9 (12,8) 61 (87,2)

2 Prueba de la x2.
b Desconocidos en 5 contactos.

CUADRO 3. Distribucién de variables continuas entre los contactos intradomiciliarios de
nuevos casos de lepra, segun el resultado de la RCP en el moco nasal. Cesar, Colombia,

1998
RCP* RCP-
Variable media (intervalo) media (intervalo) Valor P2
Edad (afios) 29,66 (2-62) 22,97 (1-76) 0,2732
Tiempo de convivencia (afios) 7 (2-18) 11,9 (1-44) 0,1953
Tiempo de convivencia/edad (afios) 0,382 (0,0577-1) 0,667 (0,698-1) 0,0288°

@ Prueba de Wilcoxon.
b Valor estadisticamente significativo.

zacion poblacional de comunidades de
alto riesgo. En este estudio se com-
probd que las personas examinadas no
rechazan la toma de muestras, debido
a la facilidad para obtenerlas y a su ca-
rcter incruento.

Controlando todos los factores inhi-
bidores presentes en la muestra y opti-
mizando todas las condiciones necesa-
rias ya descritas, se obtiene una buena
amplificaciéon que proporciona una
nueva herramienta para el manejo del
programa de control de la lepra en el
ambito local tanto como en el nacional.

El porcentaje de casos positivos
detectados en este estudio (12,8%;
1C95%: 6,3 a 23) es similar al registrado
en estudios anteriores (3, 27, 28) que
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también utilizaron la RCP en el moco
nasal (del 3 al 9%), lo cual confirma la
utilidad de esta prueba en la deteccién
de la infeccion subclinica.

Los cényuges de los casos indice
presentaron una probabilidad de in-
feccién tres veces mayor que el resto
de los convivientes, con o sin relacio-
nes de parentesco, debido a que se re-
quiere un contacto cercano y prolon-
gado para una transmision éptima
(3, 27), la cual, al parecer, se presenta
en grupos. En este sentido, tanto el
tiempo de convivencia como la frac-
cion de la vida pasada en convivencia
(cuadro 3) revelaron que los convi-
vientes con infeccidn subclinica requi-
rieron una convivencia significativa-

mente menor (P = 0,028) para infec-
tarse, diferencia que sigui6 siendo sig-
nificativa (P = 0,045) al discriminar
entre los convivientes de casos indice
MB; esto muestra la especificidad y ca-
pacidad de deteccion precoz de la in-
feccion subclinica y, por ende, la utili-
dad de la prueba. Aunque se verificd
gue el 61% de los convivientes lo eran
de casos indice sin discapacidad,
gueda el interrogante de si existe al-
guna relacién entre la positividad de
la RCP de los convivientes y el tiempo
de evolucion de los sintomas antes del
diagnostico del caso indice, es decir
del periodo de infecciosidad.

Con relacion a la transmision, otra
observacion llamativa pero que no
llegé a ser significativa, posiblemente
por el pequefio tamafio de la muestra,
fue la mayor procedencia rural (P =
0,161) de los convivientes infectados
con RCP™* (cuadro 2), que se explicaria
por la mayor posibilidad de supervi-
vencia del bacilo en condiciones de vi-
vienda suboptimas (3). No obstante, al
revisar las estadisticas colombianas de
los nuevos casos de lepra (29) se ob-
serva que son principalmente urbanos,
discrepancia que seguramente puede
explicarse por la centralizacion de la
atencion (30).

Creemos que la principal utilidad de
esta técnica de RCP serd la posibilidad
de poner en practica un sistema de vi-
gilancia que permita realizar una mo-
nitorizacion de las poblaciones de alto
riesgo para detectar precozmente la
enfermedad, mejorar la busqueda ac-
tiva de los casos y mantener los logros
alcanzados por los programas locales
de control de la lepra, que en condicio-
nes de baja prevalencia o postelimina-
cion deben mostrar indicadores tales
como: prevalencia < 1,0 3 107 tasa
nula de nuevos casos detectados en me-
nores de 15 afios; tasa de nuevos casos
detectados en mayores de 15 afios < 2,0
3 1075 tasa de nuevos casos detecta-
dos tardiamente <1 3 107°; proporcién
de casos con poliquimioterapia regular
> 80%; proporcion de casos curados
> 90%, y proporcién de abandono de
la poliquimioterapia < 5% (31).

Asimismo, esta técnica de RCP per-
mitira realizar estudios de seguimiento
individuales y estudios epidemioldgi-
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cos de la distribucién y comporta-
miento de la lepra en un pais o area
determinada. Como sugiere la Organi-
zacion Panamericana de la Salud (29),
lo que proponemos aqui es hacer uso
de las nuevas tecnologias que permi-
tan interrumpir la cadena de transmi-
sién de esta enfermedad, puesto que
cuando analizamos los indicadores
de incidencia y prevalencia de Colom-
bia (30) se observa lo que se ha visto
también en otros paises, es decir, un
estancamiento de la disminucion de
la incidencia en los ultimos afos, a
pesar de que la prevalencia muestra
un descenso, que también parece ha-
berse estancado, y de que se tiene
una cobertura casi total de la poliqui-
mioterapia (30).
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ABSTRACT

Developing and using a PCR
test to detect subclinical
Mycobacterium leprae
infection

Objective. While the prevalence of leprosy has declined around the world, there has
not been a corresponding decrease in its incidence, thus indicating that it has not been
possible to prevent transmission of the disease. Despite the small number of patients
with lepromatous leprosy, the majority of the inhabitants of endemic areas show signs
of exposure to Mycobacterium leprae, which could be explained by the presence of sub-
clinical bacilliferous infections in the community. The objective of this study was to in-
vestigate the use of a polymerase chain reaction (PCR) test to detect M. leprae in sam-
ples of nasal mucus from asymptomatic household contacts of patients with leprosy.
Methods. We standardized and optimized a PCR technique to amplify a 321 base
pair DNA fragment, using a pair of primers complementary to a segment of an LSR/
A15 gene that codes for the 15 kDa M. leprae antigen. We investigated the optimal con-
centrations of all the test components. We used dimethyl sulfoxide (DMSOQ) to achieve
a more specific amplification. We applied the PCR test to 70 healthy household con-
tacts of leprosy patients from eight municipalities in Colombia where there was a high
prevalence of the disease.

Results. The test’s detection limit was 100 fg of DNA. With the optimized technique,
bacillus was detected in the nasal mucus samples of 9 (12.8%) of the 70 household
contacts. The 3 PCR-positive household contacts of paucibacillary cases were from
municipalities with very high prevalence levels. In comparison to contacts who were
PCR-negative, the contacts who were PCR-positive had spent significantly less time,
as a proportion of their age, living with a patient (P = 0.028). This finding demonstra-
tes the test’s capacity for early detection.

Conclusions. The PCR test that we developed is useful as a tool for detection and
early follow-up of possible leprosy cases. It can be used to monitor high-risk popula-
tions and also to maintain the achievements of leprosy elimination programs in coun-
tries where the disease’s prevalence has been significantly reduced.
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