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RESUMEN

Palabras clave

Objetivo. Detectar la presencia de cepas de Mycobacterium leprae resistentes a la rifam-
picina y la dapsona en tres pacientes con recurrencia de lepra y sospecha clinica de resistencia
antimicrobiana, mediante la aplicacion de técnicas moleculares.

Métodos. Se realizé un estudio descriptivo retrospectivo en tres pacientes multibacilares del
Sanatorio de Agua de Dios, Cundinamarca, Colombia, que habian presentado recidivas de
lepra documentadas por su historia clinica, baciloscopia y biopsia. Se obtuvieron biopsias de le-
siones cutdneas que se procesaron para la extraccion y purificacion del ADN bacilar. Se am-
plificaron regiones de los genes rpoB y folP1 asociadas con la resistencia antimicrobiana, me-
diante la reaccién en cadena de la polimerasa “touch-down” y se secuenciaron los productos
amplificados mediante el método de Sanger.

Resultados. Se detecté una mutacién puntual en el nucleétido 1367 del gen rpoB en dos de
las muestras estudiadas. No se encontré la mutacion estudiada en el gen folP1 en ninguno de
los tres pacientes.

Conclusiones. La mutacion identificada demostré la presencia de bacilos de M. leprae re-
sistentes a la rifampicina en dos de los tres pacientes estudiados con recurrencia de la enfer-
medad. No se detectd la mutacion indicadora de resistencia a la dapsona en ninguno de los tres
pacientes.

Mycobacterium leprae, lepra, resistencia microbiana a las drogas, rifampicina, dap-
sona, reacciéon en cadena de la polimerasa, Colombia.
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Hasta 1982, el tratamiento de la
lepra se bas6é en la monoterapia con
dapsona. La emergencia de cepas de
Mycobacterium leprae resistentes a este
antimicrobiano (1) hizo que la Orga-
nizacion Mundial de la Salud (OMS)
recomendara el uso de la poliquimio-
terapia (PQT), que combina tres anti-
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bidticos: dapsona, clofazimina y rifam-
picina (2). La base de la PQT es la ri-
fampicina, ya que es el componente
con mayor actividad bactericida, in-
cluso mayor que la de nuevos antimi-
crobianos empleados especificamente
contra M. leprae (3, 4). La funcién prin-
cipal de la dapsona y la clofazimina es
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garantizar la eliminacién de las pobla-
ciones de M. leprae resistentes a la ri-
fampicina (3). El uso de este esquema
terapéutico ha permitido reducir efi-
cazmente la prevalencia global de la
enfermedad, aunque en los paises con
mayor endemia, la incidencia ha per-
manecido estable (5) y se ha observado
una mayor frecuencia de la recurren-
cia de la enfermedad. Esta recurrencia
se ha constatado en pacientes con
lepra multibacilar que presentaban un
alto indice de infeccién al inicio del
tratamiento y que se siguieron durante
varios afios después de terminada la
PQT (6, 7).

También se ha documentado la pre-
sencia de cepas de M. leprae resistentes
a los antimicrobianos empleados en la
PQT, entre ellos la rifampicina (8-11).
Aunque esta modalidad terapéutica ha
limitado la diseminacién de la resis-
tencia a la dapsona, se siguen notifi-
cando casos resistentes a este medica-
mento, incluso en dreas donde la PQT
se ha aplicado exitosamente (8, 12, 13).
Ademés, se ha informado de posibles
cepas de M. leprae resistentes a muilti-
ples antimicrobianos, responsables de
la recurrencia en casos tratados con
monoterapia y PQT (9, 11).

La OMS ha planteado la necesidad
de vigilar la emergencia de la resisten-
cia a los antimicrobianos, principal-
mente a la rifampicina, ya que esto
puede reducir significativamente la
eficacia del tratamiento y obstaculizar
la erradicacién de la lepra (10, 14).

La prueba estdndar para determinar
la susceptibilidad antimicrobiana de
M. leprae es la técnica de la almohadilla
plantar del ratén, que ademas de cos-
tosa, demora entre 6 y 12 meses en dar
resultados y estd disponible en pocos
laboratorios (1). Debido a estas limita-
ciones, se han desarrollado diferentes
técnicas moleculares basadas en la de-
teccion de mutaciones puntuales en los
genes rpoB y folP1 de M. leprae, las cua-
les se utilizan como marcadores de re-
sistencia a la rifampicina y la dapsona,
con una alta correlacién con la prueba
estandar (8-11, 15, 16). Esto se basa en
diversas investigaciones que han de-
mostrado que esas mutaciones puntua-
les en los genes rpoB y folP1 son las res-
ponsables de la resistencia de M. leprae
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a la rifampicina y la dapsona, respecti-
vamente (8, 15, 16). Se ha podido pre-
decir la resistencia antimicrobiana de
algunos aislamientos mediante diversa
técnicas de biologia molecular que de-
tectan estas mutaciones (9-11).

En el municipio de Agua de Dios,
departamento de Cundinamarca, Co-
lombia, donde funcioné un sanatorio
de reclusién obligatoria para enfermos
de lepra entre 1872 y 1961, se han pre-
sentado casos de recurrencia de la en-
fermedad en los que han concurrido
factores de riesgo para la aparicién de
cepas resistentes de M. leprae (17). El
objetivo de este estudio fue detectar la
presencia de cepas de M. leprae resis-
tentes a la rifampicina y la dapsona en
tres pacientes de ese municipio con re-
currencia de lepra y sospecha clinica de
resistencia antimicrobiana, mediante la
aplicacién de técnicas moleculares.

MATERIALES Y METODOS
Pacientes

Se realiz6 un estudio descriptivo re-
trospectivo en tres pacientes del Sana-
torio de Agua de Dios, de Cundina-
marca, Colombia, que presentaron de
uno a tres episodios de recurrencia de
la enfermedad, por lo que se sospe-
chaba que estaban infectados por una
cepa resistente a antibiéticos (17).
Todos los pacientes habian recibido
monoterapia con dapsona por mds de

dos décadas, pero de forma irregular,
con dosis variables y no supervisadas,
y los pacientes 1 y 2 habian recibido
ademas PQT administrada en iguales
condiciones. En el cuadro 1 se mues-
tran los datos principales de los tres
pacientes.

Obtencién y procesamiento
de las muestras

De cada paciente con recurrencia
—documentada por su historia clinica,
baciloscopia y biopsia— se tomé una
muestra de las lesiones cutdneas que
se conservo en etanol al 70% (18). Esta
muestra se utiliz6 para el andlisis mole-
cular de la cepa infectante mediante la
reacciéon en cadena de la polimerasa
(RCP) en el Laboratorio del Grupo de
Microbiologia Molecular de la Univer-
sidad de La Sabana, Chia, Colombia. La
extraccién y la purificacién del ADN
bacilar se realizaron por los métodos de
choque térmico (19) y digestiéon enzi-
matica con proteinasa K, respectiva-
mente, con el estuche DNeasy® Tissue
(Qiagen GmbH, Hilden, Alemania). Se
estandariz6 la técnica de RCP denomi-
nada touch-down para amplificar regio-
nes de los genes rpoB y folP1 asociadas
con la resistencia a la rifampicina y la
dapsona, respectivamente (8-11, 15,
16). Para el gen rpoB se utilizaron los
cebadores descritos previamente (15),
que amplifican un fragmento de 394
pares de bases (pb), y para el gen

CUADRQO 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes con recurrencia de lepra estudiados,

Colombia
No. de recurrencias
Diagnostico Tipo y periodo de y afios de Diagnostico de
Caso Edad Sexo inicial, afio tratamiento previo? su diagnostico la recurrencia®
1 57 me LLd, 1958 DDS® 1960-1982 3 (1999, 2002, 2005) LL
PQT' 1983-1997
2 69 M LL,1954 DDS 1954-1982 1 (2005) LL
PQT 1982-1984
3 62 M LL,1961 DDS 1961-1984 1 (2004) LL

PQT: desconocido

a Tratamiento irregular, con dosis variables y no supervisado.

b Diagnostico por historia clinica, baciloscopia y biopsia.
¢ Masculino.

d Lepra lepromatosa.

¢ Dapsona.

f Poliquimioterapia.
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folP1 se utilizaron los iniciadores 5'-
CAGGACGTCGAGGCGATCAC-3' y
5'-TCCTCGTCAGCGGTCAAGTA-3,
que amplifican un fragmento de 389
pb. Se emplearon las mismas concen-
traciones de reactivos y condiciones del
termociclador para ambas reacciones.
La RCP se realiz6 en un volumen
final de 25 pL de solucién tampoén de
MgCl, 1,5 mM que contenfa 1 pM de
cada iniciador, 2 UM de cada trifosfato
de desoxinucleésido, 2,5 unidades (U)
de polimerasa Taq (Promega, Madi-
son, Wisconsin, Estados Unidos de
América) y 5 uL de muestra. Se em-
pleé un termociclador iCycler (Bio-
Rad, Hercules, California, Estados
Unidos) con el siguiente programa:
5 min de desnaturalizacion inicial a
95 °C; 11 ciclos de 1 min de desnatura-
lizacion a 95 °C, 1 min de anillamiento
a 68 °C (con una disminucion de 1 °C
por cada ciclo hasta llegar a 58 °C) y
2 min de extensién a 72 °C; seguidos
de 27 ciclos de 1 min de desnaturaliza-
cién a 95 °C, 1 min de anillamiento a
57 °C y 2 min de extensién a 72 °C;
y un paso final de extensién por 30
segundos a 72 °C. Como control posi-
tivo se empled el ADN bacilar extraido
de una biopsia de piel de un paciente
con diagnéstico confirmado de lepra
lepromatosa por historia clinica, baci-
loscopia y biopsia. Como control nega-
tivo de la reacciéon se usé agua ultra-
pura y ADN extraido de una biopsia
de piel de un paciente con diagndstico
de cicatriz hipertréfica, sin signos ni
antecedentes de lepra. Los productos
de la RCP se verificaron por electrofo-
resis en gel de agarosa al 2% coloreado
con 0,2 ug/mL de bromuro de etidio y

se visualizaron en un sistema foto-
documentador con luz ultravioleta
(GelDoc XR, Bio-Rad).

Secuenciacion del ADN

Se secuenci6 el producto de la am-
plificacién mediante el método de San-
ger (20) con un secuenciador automa-
tico ABI Prism (Applied Biosystems,
Foster City, California, Estados Uni-
dos). Los cromatogramas se editaron
con el programa Chromas v. 1.45
(Technelysium, Queensland, Austra-
lia) y el anélisis bioinformatico se rea-
liz6 mediante el alineamiento local con
el médulo Water del programa Em-
boss (21), usando como patrén de
comparacion las secuencias de una
cepa sensible a la dapsona y de otra
sensible a la rifampicina (c6digos de
acceso 214314 y AB028656, respectiva-
mente, en la base de datos GenBank).
Se identificé la posicion de los nucleé-
tidos sustituidos mediante los tres sis-
temas de referencia descritos (15, 22,
23) y se compararon con las mutacio-
nes publicadas (8-11, 15, 16).

RESULTADOS

Genotipificacién de los genes rpoB
y folP1 de M. leprae

En las muestras de los pacientes 1y 2
se detecté una mutacién puntual en el
gen rpoB, localizada en el nucleétido
1367 (TCG — TTG), que produce un
cambio de serina por leucina en la posi-
cién 456 de la secuencia aminoacidica,
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segun el sistema de numeracién emple-
ado en la base de datos Leproma (23)
(cuadro 2). No se observaron cambios
en la secuencia del gen rpoB de M. leprae
en el paciente 3, ni en la secuencia del
gen folP1 en ninguna de las tres mues-
tras estudiadas. El control positivo em-
pleado mostr6 ADN de M. leprae sin
mutaciones en las regiones estudiadas
de los genes rpoB y folP1. Los controles
negativos no evidenciaron la presencia
del ADN bacilar.

DISCUSION

En este estudio se demostrd por pri-
mera vez la presencia de cepas de
M. leprae resistentes a la rifampicina
en Colombia. Ademas. A pesar de ha-
berse documentado en las historias cli-
nicas de los tres pacientes estudiados el
tratamiento inadecuado con dapsona,
no se encontré la mutacién estudiada
de resistencia a este medicamento.

La técnica empleada, basada en la
RCP con secuenciacién del ADN baci-
lar amplificado (24), es la més confia-
ble para identificar mutaciones y en
esta investigacién permitié detectar
una mutacién en el gen rpoB en las
cepas de M. leprae que portaban los pa-
cientes 1 y 2. Esta modificacién, des-
crita inicialmente por Honoré y Cole
(15), es especifica de las cepas que
poseen resistencia a la rifampicina vy,
como lo han confirmado otros autores
mediante la técnica de la almohadilla
plantar del ratén, esta es la mutacién
que se presenta con mayor frecuencia
(24). Los resultados de los estudios
moleculares concuerdan con los ante-

CUADRO 2. Mutacion detectada (elementos subrayados) en el gen rpoB de Mycobacterium leprae en las muestras de los pa-

cientes 1y 2, Colombia

Secuencia del gen rpoB de M. leprae

y sus aminoacidos deducidos

Posicién de la mutacién, segun
diversos sistemas de numeracion

Cepas sensibles a Telenti Honoré
Tipo de secuencia la rifampicina Muestras estudiadas y col.2 y Coleb Leproma®
Nucleotidica CGG CTG TCG GCG CTG CGG CTG TIG GCG CTG 1592 1274 1367
Aminoacidica Arg Leu Ser Ala Leu Arg Leu Leu Ala Leu 531 425 456

@ Referencia 22.
b Referencia 15.
¢ Referencia 23.
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cedentes y la evolucién clinica de los
pacientes: un tratamiento irregular y la
recurrencia de la enfermedad, condi-
ciones asociadas con el desarrollo de la
resistencia a antimicrobianos y con la
resistencia secundaria a la rifampicina
(2,9, 11, 24). El paciente 3 no habia re-
cibido rifampicina, lo que es conse-
cuente con el hecho de que en las
muestras de su biopsia no se detect6 la
mutaciéon en el gen rpoB, propia de
cepas con resistencia a ese antibiético.

La deteccién de mutaciones puntua-
les en el gen folP1 ha sido identificada
con una alta frecuencia en las cepas de
M. leprae que presentan resistencia alta
o intermedia a la dapsona (8, 12, 25, 26).
A pesar de que estos tres pacientes
recibieron tratamiento con dapsona de
manera prolongada e irregular, en sus
muestras no se detectaron mutaciones
en la regién secuenciada del gen folP1,
lo cual podria indicar que atin son sen-
sibles a la dapsona. No obstante, la evo-
lucién clinica de estos pacientes indica
que presentan resistencia secundaria a
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la dapsona. Varias hipétesis podrian
explicar este resultado: la presencia de
bacilos con una baja resistencia, no de-
tectable mediante las técnicas molecu-
lares, que no se correlaciona con las ma-
nifestaciones clinicas (8, 13, 25, 26); la
presencia de porinas y mecanismos de
eflyjo que permiten el transporte del
medicamento al exterior de la bacteria,
como se ha descrito en otras micobacte-
rias (27, 28); o que las muestras tuvieran
una mezcla de bacilos sensibles y resis-
tentes en diferentes proporciones y que
la amplificacién y secuenciacién del ge-
notipo dominante correspondiera al de
los bacilos sensibles a la dapsona, como
han sugerido otros autores (16, 25).

A pesar del reducido niimero de
casos estudiados, los presentes resulta-
dos permiten afirmar que la metodolo-
gia molecular empleada puede ayudar
a detectar tempranamente una posible
recidiva. Esta metodologia permitié
estudiar sendas regiones de los genes
rpoB y folP1 que contienen mutaciones
asociadas con la resistencia antimicro-
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ABSTRACT

Study of rifampin and
dapsone resistance in three
patients with recurring
leprosy

Key words

Objective. To detect the presence of rifampin- and dapsone-resistant strains of Myco-
bacterium leprae in three patients with recurring leprosy and clinically-suspected anti-
microbial resistance through molecular techniques.

Methods. A retrospective, descriptive study was conducted of three multibacillary
patients at the “Agua de Dios” Sanitarium in Cundinamarca, Colombia, that pre-
sented leprosy relapses that were documented by medical history, bacilloscopy, and
biopsy. Biopsies were taken of the skin lesions and the bacteria were subject to DNA
extraction and purification. Regions of the rpoB and folP1 genes associated with an-
timicrobial resistance were amplified and subjected to touch-down polymerase chain
reaction and the amplified products were sequenced using the Sanger method.
Results. A punctual mutation was identified in nucleotide 1367 of the rpoB gene in
two of the samples studied. This mutation was not found in the folP1 gene of any of
the three patients.

Conclusions. The mutation identified showed strains of rifampin-resistant M. leprae
in two of the three patients with recurring leprosy. Mutations that indicate dapsone-
resistance were not detected in any of the three patients.

Mycobacterium leprae, leprosy, drug resistance, rifampin, dapsone, polymerase
chain reaction, Colombia.
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