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RESUMEN

La lepra es una enfermedad infecto-contagiosa, es causa de discapacidad severa y
discriminacion social. Se ha estimado que la prevalencia global de la lepra se ha reducido
en un 90% como resultado de la implementacion de la terapia multidroga (TMD), pero a
pesar de las estrategias para su control se mantiene la incidencia y en algunos paises en
via de desarrollo es un problema de salud publica. A nivel global para el 2008 se
diagnosticaron 249 007 casos nuevos de lepra (WHO, 2010). Colombia cumple con la
meta de eliminacién (1<10 000 habitantes), no obstante en alguna regiones continta la
aparicion de casos nuevos, lo cual sugiere que existe la infeccion subclinica y la
transmision del activa de M.leprae. Se ha estimado que los convivientes de pacientes MB
y PB especialmente en casos no tratados, tienen mayor probabilidad de infectarse y/o
desarrollar la enfermedad que la poblacion en general y ademas constituir un reservorio

gue los convierte en foco de diseminacion de bacilo.

Los métodos disponibles para el diagnostico de lepra son pocos, éste generalmente se
realiza mediante el examen clinico que suelen ser inespecifico, ademas el agente
etiolégico no es cultivable in vitro. Los métodos microbioldgicos (la baciloscopia)
mediante la tincion de Ziehl-Neelsen es poco sensible y especifica, permite la observacion
de bacilos acido alcohol resistentes (BAAR) en muestras de linfa del |6bulo de la
orejal/lesiones de piel o linfa codo, rodilla y moco nasal cuando estos se encuentran en
una cantidad menor a 5 000 — 10 000/ mL de muestra; otro método al cual se recurre
cuando la baciloscopia es negativa es la histopatologia de la piel o el nervio, que en
ocasiones puede mostrar algunas alteraciones inmunohistélogicas que pueden ser
inespecificas. En resumen estas pruebas son positivas generalmente en casos MB pero

en las formas PB y en las subclinicas tienen limitaciones.
Para mejorar el diagnostico se ha desarrollado los métodos moleculares como la PCR que

puede detectar entre 10 a 100 bacilos y es especifica en un 100% y la metodologia de
PCR anidada detecta menor cantidad de ADN.
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El grupo de Investigacion en Inmunologia y Enfermedades Infecciosas de la Universidad
del Cauca (GINIIN), estandarizd previamente en el Laboratorio de Inmunologia y Biologia
Molecular, una técnica de PCR anidada que amplifica un fragmento de 99 pb dentro de
uno de 129pb de la secuencia rlep, encontrando que la prueba detecta hasta 1 fg de ADN
de la micobacteria en forma especifica. Esta investigacion se desarrollé para determinar
la proporcién de DNA de M.leprae en convivientes de pacientes de lepra en municipios
caucanos con alta endemicidad y determinar las posibles variables asociadas a la
positividad de la PCR. Se estudiaron 111 convivientes de 38 pacientes, de los cuales
39,6% son menores a 15 afios. La PCR fue positiva en al menos una muestra en 35,1%
de los convivientes, el 35,8% de PCR positivos corresponde a los menores a 15 afios y
31,8% entre los menores a 15 tienen PCR positiva. Con relacién al tipo de muestra, la
PCR fue positiva en 23,2% de 99 orinas, 12, 3% de 106 mocos nasales, 15,2 % de 33
linfas de oreja y 37,5% de 8 linfas de lesibn mientras la baciloscopia fue negativa en

todos los casos con una frecuencia de deteccion igual a cero.

La PCR positiva en al menos una muestra fue mas frecuente a una mayor edad, a mayor
tiempo de convivencia y a mayor tiempo transcurrido desde el diagnéstico del caso indice
a la toma de la muestras, aunque no se encontré diferencia estadisticamente significativa.
La PCR fue mas frecuentemente positiva en el género masculino con 43,8% versus en el
femenino, en los individuos procedentes del area rural (37,9% versus 32,1%), en los que
comparte habitacion con el caso indice (40,4% versus 29%), en conyugue y nieto con
42,9% versus otro tipo de relacién) y en los no vacunados con BCG (47,4% versus
34,5%), no obstante la diferencia no mostro significancia estadistica. Se concluye que la
PCR rlep anidada es una buena herramienta para detectar ADN de M .leprae. Existe una
proporcion alta de convivientes con DNA de M.eprae. Los nifios constituyen
aproximadamente la tercera parte de los PCR positivos y estan infectados en una tercera
parte. Estos datos causan preocupacion, por lo que es necesario realizar el seguimiento a
esta poblacion y determinar la relacion entre la positividad del PCR y el riesgo de

desarrollar lepra.
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INTRODUCCION

La lepra (hanseniasis o enfermedad de Hansen), es una infeccibn contagiosa,
granulomatosa - crénica, no hereditaria, pero con susceptibilidad genética para
desarrollarla; endémica en muchos paises, especialmente en India y Brasil; producida por
Mycobacterium leprae (M.leprae) un microorganismo, con forma de bacilo que se
caracteriza por ser acido alcohol resistente (BAAR) (Katoch, 2002). El bacilo fue
descubierto por el Noruego Armauer Hansen en 1873 (Rees, 1985). M. leprae infecta
primordialmente macréfagos y células de Schawann; afecta la piel, nervios periféricos y
otros 6rganos como: mucosas, 0jos, testiculos, tracto respiratorio alto, musculos y huesos

(Antumafio, 1998), también es causa de discapacidad fisica y rechazo social.

La enfermedad de Hansen es muy antigua y es un problema de salud publica en el
mundo, especialmente es paises en via de desarrollo. Desde el siglo pasado en los afios
80’s, el nimero de casos a nivel mundial han disminuido en un 90%, gracias a la
introduccion de la terapia multidroga (TMD) (OMS, 1985). La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) desde el afio 1991 ha propuesto como meta la disminucion de la tasa de
prevalencia a nivel mundial a menos de un caso por cada 10.000 habitantes. Esta se
pretende alcanzar en el afio 2010, debido a que la incidencia (ocurrencia de los nuevos
casos) oscila entre 500.000 - 700.000 casos por afio, donde 120. 000 de ellos son nifios,
lo que refleja la transmision activa del bacilo (WHO, 2003). En Colombia, la enfermedad
de Hansen se encuentra en fase de post- eliminacion (WHO, 2001), con una prevalencia
de 0,8/10 000 habitantes, sin embargo su incidencia ha estado entre 650 - 850 casos
nuevos por afo en los ultimos 10 afios, en el afio 2006 la incidencia fue 0,98 casos por
cada 100 mil habitantes, mas del 85% de los casos nuevos en Colombia son de tipo
multibacilar y el 3,5% del total de casos reportados en el pais corresponde a menores de

15 afios (Ministerio de Proteccion social, 2008).

La enfermedad de Hansen presenta manifestaciones clinicas, histologicas e

inmunolégicas variadas que van desde el polo tuberculoide hasta el polo lepromatoso. La
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OMS la clasifica como paucibacilar (PB) ' o multibacilar (MB)?, otra forma de clasificacion
es segun la escala de Ridney y Jopling, que tiene en cuenta criterios clinicos, histologicos

e inmunolégicos

El bacilo de M.leprae, es transmitido predominantemente de humano a humano por via
respiratoria especificamente en secreciones oronasales (Noordeen et al, 1994), aunque
se sugieren la existencia de reservorios como el armadillo y el ambiente. Los pacientes
sin tratamiento son la principal fuente de diseminacion, se estima que los MB infectan de

5 a 8 veces mas que los PB (Fine et al., 1997).

En una comunidad endémica la mayoria de la poblacién presenta evidencias de
exposicidn a M. leprae, lo cual depende de las oportunidades de contacto con la bacteria,
de la respuesta inmunolégica de cada individuo expuesto, de las condiciones
nutricionales, el hacinamiento y la higiene. Solo se enferman el 1 % (Rupendra et al.,
2001) y se incrementa el riesgo a 5 -10% si se convive con el paciente leproso (Mandell y
Bennett, 2002 y Van Beers, 1996). El porcentaje restante presentan infeccion subclinica,
es decir que la bacteria permanece en el huésped sin lesiones visibles y tiende hacia la
cura. Esta poblacion también puede trasmitir la bacteria (Cree y Smith, 1998).

La enfermedad de Hansen se diagnéstica mediante las manifestaciones clinicas las
cuales pueden ser inespecificas, la baciloscopia y el examen histopatolégico. La
baciloscopia se refiere al examen microscopico en muestras de moco nasal, linfa del
I6bulo de la oreja y/o lesién utilizando la tincién Ziehl-Neelsen y el examen histopatolégico
se basa en la observacion microscopica de los tejidos empleando la tincién de Fite-
Faraco. Estas pruebas son positivas generalmente en casos MB pero en las formas PB y
en las subclinicas tienen limitaciones (Bathia et al, 2000 y Cedaro, Miranda y Gorodner,
2006 ); por esta razon en el siglo pasado desde finales de los 80’s, con el fin de mejorar el
diagnéstico, se han desarrollado métodos moleculares como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR siglas en inglés), las pruebas seroldgicas como la ELISA y pruebas
rapidas para la deteccion de anticuerpos, Inmunoglobulinas M (IgM) contra el glicolipido
fendlico 1(PGL-1) (Buhrer-Sekula et al, 2003).

! PB: Presenta cinco o menos manchas e indice bacilar negativo segun OMS
2 MB:Presenta cinco o mas manchas y el indice bacilar es positivo segiin OMS .
14



La PCR cumple con condiciones de alta sensibilidad, especificidad y rapidez (De wit, 1991
y Klatser 1993); especialmente en microorganismos no cultivables in vitro como M. leprae,
puede ser aplicada en diferentes muestras clinicas (moco nasal, linfa, biopsias, sangre,
entre otras) tanto en pacientes de lepra con y sin tratamiento como en sus contactos
convivientes. Esta técnica tiene 100 % especificidad, sin embargo la sensibilidad ha
variado (deteccion entre 10 a 100 bacilos), segun las metodologias de extraccion, el

fragmento amplificado, el protocolo de amplificacién y deteccion de los productos usados.

Para identificar M. leprae por PCR se han utilizado oligonucleétidos cebadores (primers)
para amplificar fragmentos de los genes entre ellos: 15 kDa, 18 kDa, 36 kDa, 65 kDa, la
secuencia repetitiva (rlep), la subunidad 16S del ARNr y la enzima superéxido-dismutasa
(Scollard et al, 2006).

Una modificacion de la técnica, la PCR anidada es capaz de detectar menos cantidad de
ADN hasta 3fg, como lo demostrd el estudio realizado por Plicatys, Gelber y Shinnick,
1990, quienes utilizaron primers que codifican para la secuencia de 65 kDa y amplificaron
un fragmento de 347 pb dentro de uno de 547pb. La PCR anidada con primers para la
secuencia repetitiva (rlep) la cual se encuentra repetida 28 veces en cromosoma de M
leprae, amplifican fragmentos cortos entre 130 y 99 pb, ofrece ventajas en cuanto a su
capacidad para detectar infecciones subclinicas y enfermedad PB, se ha comprobado que
es 10 a 1000 veces mas sensibles que la PCR basada en los genes 18kDa y 36kDa

respectivamente. (Donogue, Holton and Spigelman, 2001).

En el Departamento del Cauca la prevalencia de la enfermedad de Hansen desde el afio
1999 hasta 2007 ha oscilado entre 0.18 y 0.27 /10 000 habitantes, datos que
corresponden a la tasa de eliminacién, sin embargo algunos municipios como Puerto
Tejada, Padilla, Mercaderes, Sucre, Bolivar muestran prevalencia mayores a 1/10 000
habitantes (DDSC, 2008), lo cual sugiere que hay transmision activa del bacilo que
mantiene la aparicidon de casos nuevos, fendmeno en el cual podrian estar implicados los
convivientes infectados y sugiere la necesidad de estudiar el problema con el fin de definir

estrategias que contribuyan a su control.

El grupo de Investigacion en Inmunologia y Enfermedades Infecciosas de la Universidad
del Cauca (GINIIN) estandarizo previamente en el Laboratorio de Inmunologia y Biologia
15



Molecular una técnica de PCR anidada que amplifica un fragmento de 99 pb dentro de
uno de 129pb de la secuencia rlep, encontrando que la prueba detecta hasta 1 fg de ADN
de la micobacteria en forma especifica. El presente estudio se realiz6 para detectar ADN
de M.leprae en contactos convivientes de pacientes diagndsticados entre los afios 2001-
2007, mediante PCR rlep anidada y comparar estos resultados con las metodologias de
diagnéstico tradicional y determinar las posibles variables asociadas a la positividad de la
PCR.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun la Organizacién Mundial de la salud (OMS) los casos de la Enfermedad de Hansen
a nivel mundial han descendido casi 90% a partir de1985, debido a la implementacién de
la terapia multidroga (TMD) y de las propuestas sugeridas por la OMS desde 1991 hasta
la actualidad para eliminar la lepra (1 caso por 10 000 habitantes). Desde ese entonces
mas de 14 millones de pacientes han sido curados.

A nivel mundial durante el afio 2003, se detectaron 500 000 pacientes, en el 2004 unos
490 000 casos nuevos, en el 2005, 290 000 y en afio 2007 se presentaron 254,525 casos
nuevos de lepra (excluyendo los pocos casos detectados en Europa) (WHO, 2010)
mostrandonos que posiblemente seguirdn apareciendo casos nuevos, especialmente en

las regiones donde la enfermedad es endémica.

En Colombia la tasa de eliminacion se logré en el afio de 1997, raz6n por la cual se
considera en fase de post eliminacién (WHO, 2001). Para el afio 2007 segun el Sistema
de Vigilancia en Salud Publica (Sivigila), se registré una incidencia de 0,98 X 100 000
habitantes correspondientes a 431 casos; mas de 85% de estos son de tipo MBy el 3.5 %
son nifios menores de 15 afios. Para el Departamento del Cauca la prevalencia entre los
afios 2001 — 2007, ha fluctuado entre 0.18 y 0.27/10 000 habitantes, sin embargo existen
algunos municipios con tasas de prevalencia entre 1.12 y 4.04 /10 000 habitantes, entre
ellos los municipios de: Puerto Tejada, Padilla, Mercaderes (Secretaria departamental de
Salud del Cauca, 2008). Los anteriores datos muestran que Colombia a pesar, que a
nivel global cumple con la tasa de eliminacion, en algunas regiones del pais continda la
aparicion de casos nuevos y persiste la transmision activa de M.leprae, siendo necesario
avanzar en el conocimiento referente a la bacteria, la respuesta inmune, el hospedero y la

transmision.

La enfermedad de Hansen tiene caracteristicas clinicas muy variadas, es causa de

discapacidad fisica permanente, discriminacion social y genera problemas psicolégicos; el

diagnéstico es dificil, especialmente cuando la enfermedad esta en sus primeras etapas,
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ya que los sintomas no son visibles o se confunde con otras patologias dermatolégicas.
Los métodos disponibles para su diagnostico son pocos: El agente etiolégico no es
cultivable in vitro, la microscopia permite la observacion de bacilos acido alcohol
resistentes (BAAR), en muestras de linfa del I6bulo de la oreja/lesiones de piel o linfa
codo, rodilla y moco nasal (Baciloscopia), se caracteriza por tener baja sensibilidad,
requiere aproximadamente 10 000 bacilos/ml o gramo de muestra para ser positivas. Otro
examen es el analisis histopatoldgico de la piel o el nervio, que en ocasiones puede
mostrar algunas alteraciones inmunohistélogicas que pueden ser inespecificas. Estos
métodos diagndsticos son métodos simples de realizar aunque en muchas personas con
sintomas clinicos no es posible detectar el bacilo y el diagnéstico queda sustentado sobre

bases clinicas

El mayor riesgo de transmision de M.leprae esta asociado a la convivencia con los
pacientes. Segun Fine (1997), los convivientes tienen mayor probabilidad de infectarse
y/o desarrollar la enfermedad que la poblacion en general, ya que tiene una exposicion
continda a esta micobacteria, como lo corrobora el estudio realizado por Shumin, et al.,
2003, quienes encontraron que 252 de 547 casos lepra diagnésticados entre 1999 y 2001
en China, habian tenido contacto con algin caso de lepra y entre ellos 90 habian sido
convivientes. También se incrementa el riesgo de enfermar segun el tipo de paciente, se
ha encontrado que el riesgo de enfermar es 2 veces mas si se es contacto de paciente PB
y de 5 a 10 veces si se convive con enfermo MB (Douglas et al., 1987; Beers et al., 1999 y
Douglas et al.,, 2004), por ello es de vital importancia realizar el seguimiento a los

convivientes.

Por otra parte, en los individuos infectados pero asintomaticos, no es posible establecer la
infeccién con los métodos convencionales (baciloscopia), sin embargo estos tienen riesgo
de enfermar y constituirse en un reservorio para futuros casos o también contribuir a
mantener la transmision, ya que pueden desarrollar una fase bacilifera de la infeccion
primaria, localizada en la mucosa nasal. El desarrollo de la enfermedad puede tardar
entre 2-23afios debido al lento crecimiento de M.leprae (Cree and Smith, 1998, Shumin, et
al., 2003).

Se ha intentado algunos métodos para determinar tempranamente la enfermedad y
estado de infeccion, uno es la deteccion en el suero de anticuerpos contra el antigeno
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PGL-1, especifico de M.leprae. Esta prueba en pacientes sin tratamiento multibacilares
es positiva por encima del 90% y en paucibacilares detecta entre 30% y el 60 % de los
casos (Anonymous, 1986). En convivientes la positividad de esta prueba varia entre 1.7
% a 54.1% (Bakker et al., 2004; Gourlad et al., 2007; Cardona, et al., 2008), aunque no
permite distinguir entre la infeccion pasada y reciente; también ha mostrado
seropositividad en individuos de zonas endémicas no contactos de pacientes, sin poder
determinar si se debe a la exposicion a M.leprae o a micobacterias ambientales (Beers,
Hatta, Klatser, 1999).

Otros métodos implementados para identificar M.leprae estan basados en la Biologia
molecular, que incluye la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y sus
modificaciones como la PCR anidada, empleando diversos fragmentos de genes entre
ellos la secuencia repetitiva (rlep), mostrando ser mas eficientes para la deteccién de
pacientes sospechoso de la enfermedad de Hansen, casos PB o de infeccién subclinica.
En individuos asintométicos convivientes de pacientes la PCR ha encontrado ADN de
M.leprae entre un 4% y 10 % en muestras moco nasal, biopsia de mucosa nasal y sangre
(Patrocinio et al., 2005; Klaster et al., 1993; Job et al., 2008) y se ha identificado
portadores nasales entre el 5% y el 27% en individuos saludables que viven comunidades

endémicas (Izumi, 1999).

En Colombia la Guia de Atencién de la Lepra del Ministerio de Proteccién Social (2008),
contempla el seguimiento clinico y periodo de los convivientes cada 6 meses durante 10
afos, sin embargo esta estrategia no es aplicada puntualmente por sistema de Salud,
como lo demostraron Cardona-castro, et al., 2005, quienes encontraron convivientes de
pacientes con lepra MB que presentaban sintomas desde un afio antes de esta
investigacion, sin que hubieran sido detectados por el Sistema. Los autores sugirieron la
necesidad de la aplicacion de pruebas diagndsticas mas eficientes que permitan detectar
las personas con riesgo de infeccion y de enfermar , lo cual fue propuesto también por la
OMS (2006) para cumplir con el objetivo de eliminar la lepra para el afio 2010 (1<10 000
habitantes). Es importante avanzar en este aspecto en nuestra regién, especialmente en

las zonas de alta incidencia.

Para avanzar en el conocimiento de la transmisién de infeccidn en los municipios del
Cauca donde la enfermedad de Hansen es altamente endémica, el presente estudio
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pretende responder siguientes interrogantes: ¢ Es posible detectar ADN de M. leprae en
contactos convivientes de pacientes con lepra diagndsticados en los municipios de alta
endemicidad en el Departamento del Cauca empleando la técnica de la PCR- rlep
anidada?, ¢Existe una correlacion entre la positividad de la PCR-rlep anidada y otras
variables asociadas con la transmisién? y ¢Existe diferencia en la probabilidad de
encontrar positividad de la PCR rlep segun el tipo de muestra analizada en los

convivientes?
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2. HIPOTESIS

Ho: En los convivientes de pacientes diagnésticados de los municipios del alta
endemicidad del Departamento del Cauca se encuentra ADN de M.leprae, la cual puede
ser detectada empleando la PCR rlep anidada y ademas existen factores

sociodemogréficos y/o clinicos asociados a la positividad de la prueba.
Hi: La PCR rlep anidada no detecta ADN en los convivientes de pacientes diagnosticados,

en los municipios de alta endemicidad del Departamento del Cauca y no existen factores

sociodemograficos y/o clinicos asociados a la positividad de la prueba.

21



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia de ADN de M.leprae en convivientes de pacientes diagnosticados
con lepra en municipios endémicos del departamento del Cauca entre los afios 2001 a
2007 mediante la PCR-rlep anidada.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la frecuencia de ADN M. leprae en muestras clinicas de convivientes

mediante PCR — rlep anidada.

e Comparar la deteccion de la presencia de M. leprae en convivientes mediante

baciloscopia y PCR - rlep anidada.

e Establecer la relacién entre el perfil sociodemografico y clinico de los pacientes y

convivientes y la positividad para el ADN en convivientes.
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4. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

4.1 GENERALIDADES

La palabra lepra proviene del griego UKHEDU (escama), es una enfermedad muy antigua
que data desde los 2000 afios a. C y ha acompafando a las sociedades a través del
tiempo. Su aparicion ha tenido diferentes concepciones: castigo, maldicion, plaga, muy
contagiosa e incurable. Se propagd por diferentes paises entre ellos: India, China,
Grecia, Roma, Espafia y el resto de paises Europeos. Entre los siglos XVI y XVIII se
diseminé al nuevo continente y llegé a lugares como: Brasil, Colombia, Venezuela,
Ecuador, Cuba, México y Estados Unidos. (Gonzales, 1963 y Manual para la vigilancia

epidemiolégica de la lepra, 2004).

El Hansen es una infeccidn, cronica-granulomatosa, asociada a susceptibilidad genética,
es de larga evolucion, afecta multiples 6érganos, principalmente los nervios periféricos, la
piel, el tracto respiratorio, la mucosa respiratoria superior, los testiculos, causa pérdida
progresiva y traumatica de manos, pies y dafio ocular grave, tanto que es considerada
como la tercera causa de ceguera en el mundo (De wit et al, 1991), genera

deformaciones, discapacidades fisicas, que limitan el desempefio en la sociedad.

4.2 UBICACION TAXONOMICA Y CARACTERISTICAS GENERALES DE M. leprae

El género Mycobacterium se pueden clasificar como: Micobacterias no cultivables o muy
dificilmente cultivables (M leprae y M. lepraemurium) y el grupo de micobacterias
cultivables (M. tuberculosis, M. bovis, M. avium y M. smegmatis, M. phlei, M. fortuitum,

etc).

Mycobacterium leprae se clasifica en el suborden Corynebacterinae, orden

Actinomycetales, subclase Actinobacteridae, clase Actinobacteria, division Firmacutes,

miembro de la familia Mycobacteriacae, (Aranzazu,1994 y Stackebrandt et al., 1997); fue

descubierta por Amaeur Hansen en 1873, es la primera bacteria asociada con

enfermedad en el humano, Unico huésped que la desarrolla (Rees,1985); presenta forma
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de bacilo, mide aproximadamente entre 8 x 0.2 a 0.5 pum y tiene gran cantidad de acidos
micolicos en la pared celular, los cuales la hacen resistente a la decoloracion con alcohol
acido después de ser tefiidos con fucshina basica fenicada (tincion de Ziehl-Neelsen),

método utilizado para la visualizacion en el microscopio.

M. leprae, es un microorganismo patdégeno intracelular obligado, inmévil, se divide por
fisibn binaria; con un tiempo de generacion de 12 a 14 dias, la temperatura éptima de
crecimiento oscila entre 27-30 °C, prolifera principalmente en macréfagos, produciendo en
ellos cambios lipidicos intracelulares que los transforma en las denominados células
espumosas de Virchow, también prolifera en las células endoteliales y en la superficie de
los nervios periféricos especialmente en células de Schwann y prefiere las zonas frias del
cuerpo como son: nariz, piel, orejas; secreta una sustancia conocida como glea, que le
permite la formacion de globias; es decir; bacilos agrupados paralelamente unos a los
otros (Figura 1). El periodo de incubacion es bastante amplio, oscila entre 6 meses y 20
afos, por consiguiente los sintomas tardan en aparecer (Anénimo, 1996; Chimenos et al.,
2006 y Gourlard and Gourlard, 2008), no ha sido posible cultivarla en medios artificiales e
In vivo se cultiva en almohadilla plantar de ratones inmunodeficientes o en armadillos de

ochos bandas (Dasypus sabanicolas) y nueve bandas (Dasypus novemmcyntus).
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Figura 1. Globias de M. leprae
Fuente: Suarez, 2007.

Los &cidos nucleicos, como todos los procariontes, las micobacterias poseen ADN, es rico
en guanina y citosina de las cuales contiene 55%. El tamafio del genoma es el mas

pequefio del genero con 1.3-1.8 x10° daltons.

4.3 EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE HANSEN

La enfermedad de Hansen ha sido introducida en diferentes lugares del planeta aun en

épocas recientes, sin embargo su comportamiento no ha sido igual en todos los lugares.

24



Las epidemias de la enfermedad de Hansen se produjeron a partir del siglo XIV con
indices de prevalencias que se elevaban bruscamente entre el 10 y 30% en regiones
como: Nauru, Ponape, Truk, Hawai, Irian Jaya y el Este de Nigeria. Entre los siglos XIX'y
XX se presentd una pandemia y la prevalencia de la lepra en el mundo era bastante

elevada.

Para detener el avance de la enfermedad de Hansen en 1981, se reunié en Ginebra un
grupo de estudio sobre quimioterapia de la OMS, quienes recomendaron la terapia
multidroga (TMD) para los pacientes PB como MB. Gracias a la implementacién de esta
medida a partir de 1985 y a la propuesta de la OMS desde 1991 de eliminar la lepra
(definida como menos de un caso por 10 000 habitantes), se ha logrado este objetivo en
113 de 122 paises considerados endémicos, lo cual se refleja en la reduccién de la
prevalencia de 21,1 a 1, 25 por 10 000 habitantes (WHO, 2004), sin embargo en algunos
paises distribuidos en Africa, Asia y Latinoamérica como son: India, Brasil, Nepal,
Madagascar, Mozambique y Myanmar, todavia existe como un problema de salud publica,
(Organizacion Mundial de la Salud, 2006, Figura 2); estos representan el 75% de la carga
mundial de la enfermedad. Para el periodo 2006-2010 la OMS presento6 la “Estrategia
Mundial para aliviar la carga de la lepra y sostener las actividades de control de la
enfermedad, esta estrategia enfatiza en la necesidad de alcanzar una gran calidad en el
diagnéstico, el tratamiento, el registro y la notificacion de los casos en todas las
comunidades endémicas. A nivel mundial el nimero de casos nuevos de lepra notificados
a la OMS en el 2008, fue de 249 007, mostrando una reduccion en la incidencia del 4%
con respecto al 2007 (254 525 casos) (WHO, 2010).

En América Latina la detecciobn anual de casos informada a la Organizacion
Panamericana de Salud, alcanzé un valor maximo de 804 000 en 1998, en el 2002 se
estabiliz6 a aproximadamente 621 000, en el 2003, 515 000, en el 2004, 410. 000, en el
2005, 290. 000 casos, en el 2007, se detectaron 47.612 casos nuevos de estos el 8% son

ninos menores de 15 afios y un 53% pacientes MB (OPS, 2007).
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Figura 2. Distribucion de la lepra a nivel mundial (P.R: Prevalencia/ 10 000 habitantes)
Fuente: OMS, 2006

En Colombia la enfermedad de Hansen se propag6 entre los siglos XVI y XVII llegando a
considerarse una epidemia en la década de 1960. En 1985 la prevalencia fue 5,5/10 000
habitantes y se detectaron 12 000 casos nuevos. Con la implementacion de la TMD se
logré reducir la prevalencia y desde 1997 se alcanzé la tasa de eliminacion (1<10000
habitantes), sin embargo la incidencia no declina. En el afio 2003, fueron registrados 518
casos nuevos; durante el 2004 se notificaron 470 siendo el departamento del Valle el de
mayor incidencia, reportando el 27% de los casos (Manual para la Vigilancia
Epidemioldgica de la Lepra, 2004). En el 2005 se diagnosticaron 585 casos nuevos.
Para el 2007 segun Sivigila, la prevalencia fue 0,27/10 000 habitantes y la incidencia fue
de 401 casos nuevos (Figura 3).
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Figura 3. Incidencia (100 habitantes) de la Lepra 1998-2010
Fuente Programa de lepra del INS (Instituto Nacional de Salud
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Entre los departamentos mas afectados por M.leprae se encuentran: Norte de Santander,
Huila, Barranquilla, Bogota. Cesar y Bolivar y en estas regiones se considera la lepra
como un problema de salud (Figura 4). Para el Departamento del Cauca en el 2007, la
prevalencia es de 0,27/10 000, aunque algunos municipios esta por encima de la tasa de

eliminacion entre 1.12- 4.04 (Secretaria Departamental de Salud del Cauca, 2009).

Ente Territorial  NUmero de O

de residencia casos Tasa de incidencia® 100,
Santander 44 O Siheaos

Huila 38 e
Barranquilla 33 @ =< ailincidencia baja)
Bogota D.C. 33 © 12 2,9%lincklencia media)
Cesar 31 @ 3 o mas (incidencia alta)
Bolivar 22

Atlantico 20

Valle 20

Norte de Santander 19

Tolima 18

Magdalena 15

Cartagena 14

Cundinamarca 10

Arauca 9

Caqueta 9

Cauca 9

Meta 9

Sucre 9

Santa marta 7

Antioquia 6

Risaralda 6

Narifio 5

Putumayo 4

Caldas 3

Boyaca 2

La guajira 2

Casanare 1

Choco 1

Quindio 1

Vichada 1

Total general 401

Figura 4. Incidencia por Departamentos de la enfermedad de Hansen en Colombia
Fuente: INS, Sivigila, 2007

Los datos anteriores registrados para Colombia son indicadores de que la Enfermedad de
Hansen se encuentra dentro del pardmetro mundial de eliminacién, ya que la tasa de
prevalencia es inferior a 1/10 000 habitantes, aunque estas tasas podrian estar viciadas
por el subregistro de pacientes, problemas de orden publico y el desmejoramiento de la
atencion de estas patologias, que ha ocurrido después de la implementacién de la ley 100
y otras normas para reglamentacién de los servicios de salud como ocurre en el programa

de control de la tuberculosis (Alberlaez, M, 2004).

4.4 PRESENTACION CLINICA Y CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD DE HANSEN
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La enfermedad de Hansen tiene un espectro clinico muy variado, las lesiones se
caracterizan, por ser placas o manchas blanquecinas, rojizas o cobrizas, con ausencia de
pelos y de sudoracién, pérdida de sensibilidad, engrosamiento y/o adormecimiento de
zonhas inervadas, ocasionalmente pérdida de la fuerza de las extremidades y menos
frecuente el compromiso de los dérganos como: los ojos, el higado, los testiculos, el
sistema Gseo y otros (Chimelli et al., 1997). Se ha clasificado teniendo en cuenta los

aspectos bacteriologicos, clinicos e inmunolégicos:

4.4.1 Clasificacién de la OMS. Se implementa en 1981, tiene en cuenta los hallazgos

bacteriolégico, indice bacilar (IB)3 y el nimero de manchas. Se clasifica en:

e Paucibacilares (PB). Aguel paciente que presenta cinco o0 menos

manchas cutaneas y el IB es negativo.

e Multibacilares (MB). Aquel paciente que tiene mas de cinco manchas o
presenta hallazgo de bacilos, es decir IB positivo en la baciloscopia o

histopatologia.

4.4.2 Clasificacion inmunolégica. Propuesta en Madrid con motivo del VI Congreso
Internacional de la enfermedad en 1953, trata de reconocer formas clinicas basicas,
segun el grado de compromiso del sistema inmunoldgico. Esta clasificacion subdivide la
enfermedad en 4 formas: Lepra indeterminada, dimorfa (l), Tuberculoide (T) y Lepra

Lepromatosa (LL).

e Lepra indeterminada. Estadio temprano de la lepra; se caracteriza por
signos de afeccion cutanea unicamente, como maculas hipocromicas unicas o
multiples, de tamafios variados y generalmente redondeadas, hipoestésicas al
calor y al frio; localizadas generalmente en gluteos y cara, sin afeccion de los
troncos nerviosos, ni mucosas u o6rganos internos. La baciloscopia es
negativa, puede ir hacia la curacién o hacia otra forma de lepra. La histologia
es inespecifica con muy pocos o sin bacilos (Figura 6a). Las otras formas se

describen en la clasificacion de Ridney y Jopling.

3 1B= Indice bacilar: contar el nimero de bacilos por muestra.
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4.4.3 Clasificacion de Ridney y Jopling. Definida en 1962, involucra parametros

clinicos, histopatol6gicos, bacteriol6gico e inmunolégicos, crea 5 subdivisiones estas son:

Tuberculoide-Tuberculoide (TT), Borderline-Tuberculoide (BT), Borderline-Borderline (BB),

Borderline-Lepromatosa (BL) y Lepra Lepromatosa (LL) (Figura 5).

Lepra tuberculoide. Caracterizada por placas en la piel, eritematosas, de limites
bien definidos, con el centro hipopigmentado, placas con pérdida de sensibilidad,
al calor, al frio, al tacto y al dolor, pueden haber Ulceras, quemaduras y mal
perforante plantar; se puede afectar el sistema nervioso periférico, por lo que son
mas frecuentes las paralisis y los engrosamientos nerviosos. La baciloscopia es

negativa y en la tincién de la biopsia se encuentran pocos bacilos (Figura 6b).

Figura 5. Clasificacion de la lepra segun el estado inmunoldgico (Escala de Ridney y Joppling)

Fuente: Britton and Lockwood, 2004.

Lepra bordeline. Los pacientes presentan generalmente numerosa manchas
grandes y muy definidas, placas infiltrativas de color ferruginoso, castafio y se
localizan especialmente en el tronco y miembros, los dafios son muchos y
prominentes. La baciloscopia es positiva. En el examen histopatologico, se
encontrarian areas de reaccion sarcoidea al lado de células vacuoladas cargadas
de lipidos y bacilos es decir, células epitelioides junto a células de Virchow (Figura
6c). Este grupo incluye las formas:

- Bordeline tuberculoide (BT). En este tipo de forma se presentan lesiones
semejantes a la lepra tuberculoide, pero los bordes de las lesiones son
menos nitidos.
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- Bordeline bordeline (BB). Presencia de maculas y placas numerosas,
asimétricas, eritematosas y superficie brillante. Son anulares con borde
externo difuso y borde interno nitido. El centro es definido y claro. La

sensibilidad estd moderadamente disminuida.

- Bordeline lepromatosa (BL). Presencia de maculas, placas, lesiones
anulares e infiltradas, hay tendencia a la simetria. Es muy semejante a la
lepromatosa. Afecta poco la sensibilidad. ElI diagnéstico es

primordialmente clinico.

e Lepralepromatosa. El bacilo ataca la piel con lesiones grandes, poco definidas,
simétricas, brillantes, muchas infiltraciones y a menudo desarrollan placas y/o
nédulos. Estas lesiones se encuentran en cualquier area de la piel como: cara,
brazos, piernas, espalda y gluteos. Afecta mucosa nasal, el sistema nervioso
periférico, causa lepromas, infiltracién de las orejas, “fascies leonina” y afecta
organos internos produciendo: rinitis, glositis, faringitis, disfonia, compromiso
hepatico, del bazo, ganglios linfaticos, médula 6sea, polo anterior del ojo, atrofia
testicular y ginecomastia. La baciloscopia es positiva y con presencia de globias.
El estudio histologico muestra un infiltrado inflamatorio en la dermis de tipo
granulomatoso con abundantes células vacuoladas cargadas de lipidos y bacilos

de Hansen, conocidas como células de Virchow (Figura 3d,e,f).

Figura 6. Manifestaciones clinicas de la enfermedad de Hansen. (a) Lepra indeterminada
(b) Lepra tuberculoide, (c) Lepra borderline, (d), (e) y (f) lepra lepromatosa con infiltrados en
el I6bulo de la oreja, cara y nervios (Fuente: Lupi and et al, 2006).

e)
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4.4.4 Infeccion Subclinica. Actualmente no existe una prueba disponible para el
diagnostico de la infeccion Subclinica. Esta se define la como persona saludable sin
signos clinicos de lepra pero que muestra una reaccion positiva de anticuerpos contra
PGL-1 de M.leprae (Prakoeswa, Agusni, Izumi, 2006). En poblaciones endémicas se ha
detectado seropositividad entre 1.7% y 58,4 %. La limitante es que los anticuerpos son

pocos frecuentes en individuos con baja carga bacilar y que no desarrollan la enfermedad.

4.5 TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE HANSEN

Los pacientes de la enfermedad de Hansen son tratados con antibiéticos, los cuales se
suministran teniendo en cuenta la clasificacion de la OMS. El tratamiento fue sugerido en
1981 por un grupo de estudio de la enfermedad de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS, 1985), estos medicamentos proporcionan efectividad en un 90 % de los casos MB

0 PB y es disponible en todos los pacientes de forma gratuita.

La terapia multidroga (TMD) consta de rifampicina (RMP), dapsona (DDS), clofazimina
(CLO). Esta combinacion farmacolégica mata al patdégeno y cura al paciente; para casos
MB se utiliza durante menos de 12 meses con RMP y DDS y aquellos pacientes PB se le

coloca tratamiento durante seis meses o menos de RPM y DDS (WHO, 2005).

4.6 TRANSMISION DE M. leprae

Se conoce ampliamente sobre la enfermedad pero muy poco sobre el proceso de
infeccién y transmision debido en parte a la ausencia de herramientas diagnésticas que

permitan detectarla con certeza.

M.leprae se transmite de persona a persona probablemente por aerosoles provenientes
de las vias respiratorias superiores (Internacional federation of anti-Leprosy associations,
2002) es decir, secreciones oronasales emergentes a través de la nariz, al respirar
también al gritar o al estornudar (Pedley and Geater, 1976 citado por Smith, 2004 y
Ramaprasad et al., 1997) principalmente de pacientes MB, en especial aquellos no
tratados, cuyo 6rgano puede llegar a albergar 10* bacilos, también los pacientes con
lepra PB pueden transmitir la infeccion pero en menor proporcion. Otra fuente de

diseminacion de la micobacteria, es a partir de individuos que desarrollan una etapa

31



primaria de la infeccidn sin sefiales clinicas, especialmente en paises donde es altamente

endémica (Klaster, et al., 1993).

El bacilo de Hansen puede ser transmitido también por contacto directo con vectores
naturales, principalmente los armadillos de nueve bandas (Dasypus novemcinctus) (Style,
1995), especie nativa de los Estados Unidos; se ha demostrado en un estudio realizado
en Texas que estos animales tienen ADN de M. leprae en la sangre (Deps, Santos and
Yamashita-Tomimori, 2002), ademas las personas que tuvieron un contacto mas directo
con este animal desarrollaron la enfermedad (Bruce, 2000 y Suarez, 2007). La
transmisién de la infeccién se ha asociado al contacto con algunos primates como el
mono mangabey (Cercocebus torquatus atys) y un Chimpancé (Pantroglodytes), los
cuales fueron exportados desde Africa Occidental a los Estados Unidos; también se ha
asociado al contacto con ratones, picaduras de insectos como las moscas y también el
bacilo puede persistir en el suelo o vegetacion como un organismo sapréfito (Blake, West
and Lary, 1987 y Cree, 1998).

M. leprae es endémica de zonas donde las temperaturas son muy variables, la altitud y
himedad son altas, por lo tanto su supervivencia depende de las caracteristicas
climéaticas. Se ha estimado que los pacientes inoculan en el ambiente 3.3 X 10 bacilos,
los cuales perduran durante 10 minutos (De las Aguas, 1998), aunque en condiciones de
himedad pueden sobrevivir entre 9 a 30 dias con un radio distribucion de un metro
(Kazdaj, 1986).

4.7 FACTORES DE RIESGO

Se conoce a través de pruebas seroldgicas que M.leprae, se encuentra entre 1,7% y 31%
en poblaciones endémicas(Gonzales- Abreu, et al., 1996; Cunan, Chan y Douglas,1998) y
en convivientes puede varia entre el 8 y 35%.(Rodriguez y Orozco, 1996) Existen
distintos factores que favorecen la infeccion o determinan la evolucién de un estado de

latencia a enfermedad, entre ellos:
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e Factores socioecon6micos. Tienen una gran importancia en el desarrollo de la

enfermedad, especialmente cuando se viven en hacinamiento, en condiciones

higiénicas y nutricionales desfavorables.

Exposicion a enfermo. El riesgo de infeccion y de enfermar es mayor entre los
contactos de los enfermos que entre la poblacién en general. Se conoce que el
riesgo se incrementa teniendo en cuenta la cercania al paciente. Los convivientes
(definidos como personas que viven en la misma casa y comparten la mismas
instalaciones), al parecer tienen mayor riesgo, también se incluyen otros tipos de

contactos como los sociales y vecinos.

Tipo de lepra del caso indice. Se ha demostrado que todos los contactos de
pacientes con lepra tienen un riesgo relativo de enfermar igual a 6 comparados
con poblacion en general (Doull, 1942). El riesgo de enfermar es de 2 veces para
los convivientes de enfermos PB y se incrementa a 5 y 10 para los convivientes de
pacientes MB. Sin embargo existen poblaciones donde los pacientes aparecen
entre la poblacion general, sin contacto conocido con la enfermedad de Hansen, lo
cual fortalece el concepto de que la infeccién es mas frecuente de lo que se cree y
gue no se necesita un contacto prolongado. En Colombia alrededor de un 15 -
20% de los casos nuevos se obtienen a través del examen de convivientes, lo cual

equivale a un riesgo relativo de 8, cuando se compara con la poblacién en general.

Factores genéticos. Existen genes que podrian influenciar el desarrollo de la
enfermedad, especialmente aquellos asociados a la respuesta inmune de
huésped, segin Scollard (2006) se conocen dos niveles que controlan esta
respuesta, en primer lugar esta la suceptibilidad o resistencia a la infeccion, es una
manifestacion de la resistencia innata mediada por los monocitos del linaje de los
macréfagos, especialmente las células de Schwann y epidémicas. Si la
resistencia innata es insuficiente, se produce la infeccion, se expresan
mecanismos genéticos de segundo nivel donde interviene la respuesta adaptativa

con sus posibles mecanismos de hipersensibilidad.

Entre los factores genéticos que intervienen en la respuesta innata de la

enfermedad de Hansen se conocen:
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- PARK2/PACRG. Asociado con la susceptibilidad de humanos a M.leprae,
el locus especifico es una region promotora del PARK - 2 y un gen co
regulador “PACRG” localizado en el cromosoma 6g25-g27. El mecanismo
exacto por el que estos genes intervienen en la susceptibilidad a la lepra se

desconoce.

Funcionalmente, se sabe que el locus especifico del gen PARK2/PACRG,
codifica para la sintesis de una ligasa en la via ubiquitina-proteosoma de
degradacion de proteina intracelular, participando en la regulacion del
procesamiento del antigeno dentro de los macr6fagos, por ello podrian

afectar la presentacion antigénica a los linfocitos.

-  NRAMP-1(Proteina Macrofagica Asociada a la Resistencia Natural 1).
La resistencia natural a un ndmero de parasitos intracelulares, no
relacionados tales como: Mycobacterium bovis, Leishmania donovani y
Salmonella typhimurium, estan controlado en el raton por el gen NRAMP-1.
El homélogo en el humano esta ubicado en la regién 2935 y se expresa en
bazo, pulmoén, higado y en leucocitos de sangre periférica. Este gen se ha
asociado con diferentes tipos de lepra, en algunas poblaciones influye la
expresion de moléculas clase I, regulacion de la expresion del TNFA e

induccién de la 6xido nitrico sintetasa (Blackwell, et al.,2000).

- En humanos no se ha precisado definitivamente el mecanismo, se conoce
que es similar a los murinos, influye en la viabilidad y /o replicacién del

macréfago en los mismos macrofagos.

Existen factores genéticos que intervienen en la respuesta inmune adquirida en lepra

entre estos se encuentran:

- HLA (complejo de histocompatibilidad). Es un conjunto de genes
localizados en el cromosoma 6p2l. En el caso del sistema HLA las
moléculas de clase Il se han relacionado como factores genéticos

implicadas en la susceptibilidad al Hansen. EIl andlisis de segregacién de
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varias poblaciones sugiere una relacion de alelos particulares de los
antigenos de clase Il con el desarrollo de determinadas formas de lepra.
Entre los alelos estudiados se encuentran HLA-DR2 y DR3 asociados con

el desarrollo de lepra tuberculoide y DQ1con lepra lepromatosa.

TAP. Transportador Asociado con el Procesador de Antigenos (TAP).
Esta formado por dos polipéptidos, TAP 1 y TAP2, estrechamente se
relacionan con los genes localizados en el HLA de clase Il en el
cromosoma 6p21. Funcionalmente las proteinas del TAP transportan
péptidos al reticulo endoplasmatico en células presentadora de antigeno,
donde se une a las moléculas de MHC clase | para la presentacion del
antigeno. Variantes en el TAP-2 llevan a la suceptibilidad a lepra de tipo

de tuberculoide.

Cromosoma 10p13. Esta vinculado a microsatélites en el cromosoma

10p13, se asocia este gen con la suceptibilidad a la lepra tuberculoide.

TLRS (Receptores Toll Like). Son moléculas de la superficie celular que
se encargan del reconocimiento de patégenos. Como resultado de su
activacion se produce la liberacion de varios mediadores quimicos de la
inmunidad, los genes que codifican TLRS controlan aspectos de la

resistencia a M.leprae, produccion de sefiales celulares y citoquinas.

VDR (Receptor de la vitamina D). La 1 a 25 dihidroxyvitamina D3 (1q,
25(0OH); D3) forma activa de la vitamina D es un importante regulador de la

respuesta inmune y ejerce diferentes efectos sobre sus distintas células.

El gen del VDR esta localizado en el cromosomal2ql2, codifica una
proteina receptora intracelular unida a metabolitos de la vitamina D
1a25(0OH);Ds. Esté vinculada a la activacién de monocitos e influye en la
funcién de linfocitos CD4*y CD8* Se ha demostrado que los poliformismo
en este receptor se relaciona con los diferentes fenotipos de lepra,

especialmente tuberculoide y lepromatosa.
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e Factores fisioldgicos. Los cambios hormonales producidos durante la pubertad,
la menopausia, el embarazo y la lactancia predisponen al desarrollo o al

empeoramiento de la enfermedad de Hansen.

e Edad. Se ha encontrado mayor riesgo de enfermar y de infectarse en menores de

15 afos que en los adultos (Moet, 2004).

e Género. Tanto la incidencia como la prevalencia parecen ser mas elevadas en el
género masculino (Vijayakumaran et al., 1998), aunque en ciertas poblaciones de
Africa se han registrado indices mas altos en las mujeres. El nimero superior de
casos entre los varones ha sido atribuido a veces a su mayor movilidad y
oportunidades de contactos con individuos infectados (OMS, 1985). La diferencia
por género se presenta en la edad adulta, en los nifios esta diferencia no existe.
En Colombia la raz6n hombre: mujer es 2:1, con variaciones dentro las diferentes

regiones.

4.8 DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE HANSEN

Se realiza teniendo en cuenta los hallazgos clinicos, bacteriolégicos e histolégicos. En las
Ultimas décadas se estan desarrollando técnicas de la biologia molecular como la PCR y
serolégicas como ELISA, empleadas con diferentes marcadores que todavia no tienen

amplia difusion. A continuaciéon se describen cada una de ellas:

4.8.1 Diagnostico clinico. Tiene en cuenta primero el interrogatorio al paciente
indagando si en la familia se han presentado casos similares o si es un conviviente de
paciente con lepra (antecedentes epidemiol6gicos); en segundo lugar se realiza el
examen fisico que comprende el examen de la piel, en donde se examina la presencia de
las lesiones cutaneas, que pueden ser una o mdultiples, con caracteristicas distinguibles:
color, superficies elevadas o planas, no pican, no duelen, no tipicas de alguna otra
enfermedad cutdnea, estas pueden ser manchas, placas, nédulos, Ulceras, lesiones
similares a quemaduras; con disminucion de la sensibilidad térmica, dolorosa y tactil;
también se examina los ojos para buscar la disminucién de la visién e imposibilidad para

cerrar los péarpados; las fosas nasales para detectar Ulceras, perforacion del tabique
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nasal, congestion y/o secreciones mucosas; en las articulaciones se busca deformidad
dolor o acortamiento de los dedos y nivel de los nervios se evalla la sensibilidad y/o

motilidad de los territorios y musculos inervados por:

e Auricular posterior. Sensibilidad auricular.

e Trigémino. sensibilidad corneana.

e Facial. masculo orbicular de los parpados.

e Cubital. regién hipotenar, dedos 4,5.

e Mediano. Region tenar de los dedos 1, 2y 3.

e Radial. cara dorsal de la mano y dorsiflexores de la mufieca.

e Ciatico popleo externo. cara externa de la pierna, dorso del pie y muasculos

intrinsecos.

Se consideran como signos clinicos cardinales el engrosamiento o dolor espontaneo o a
la palpaciéon de los nervios anteriormente mencionado (Ministerio de Proteccién social,
2008).

En la enfermedad de Hansen los sintomas pueden ser variables dependiendo el tipo de
enfermedad; se pueden consideran como sospechosos de lepra los casos donde se
encuentra apenas uno de los signos cardinales de los anteriormente mencionados. Se
definen como lepra incipiente cuando estan presentes dos signos cardinales (o
equivalentes), representados por un numero limitado de lesiones, en ausencia de
discapacidades; mientras la lepra avanzada se define cuando las lesiones son extensas
y/o hay discapacidades (LOpez-Antufiano, 1998). La historia clinica adecuada y el
examen clinico minucioso (Anexo D) y sistémico son necesarios para el diagnostico y

para el manejo posterior del paciente.

4.8.2 Diagnéstico Microbioldgico.

e Baciloscopia. Consiste en la observacion microscopica de las muestra de moco
nasal, liquido intersticial (linfa) del I6bulos de la orejas, codos o rodillas y/ o lesién.
Esta técnica se caracteriza por ser rapida, de bajo costo aunque requiere por lo

menos 10000 bacilos por mL de muestra o gramo de tejido para ser positiva, por
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ello se le considera una prueba de baja sensibilidad, ademas es poco especifica

ya que no diferencia entre las especies de micobacterias.

- Coloracion de la baciloscopia. Se realiza tinciones directas para la
identificacion de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR), la técnica utilizada es
la tincion diferencial de Zielh-Neelsen (Figura 7), referida por dos doctores
alemanes Franz Ziehl (1859-1929) microbiélogo y Friedriech Neelsen (1854-
1894), patbélogo. Se basa en la capacidad de las micobacterias de retener
colorantes (fuschina) y luego retenerlos ante la accion de una mezcla de alcohol
y acido (decolorante); pudiendo formar complejos &cido estables, cuando se
exponen a colorantes anionicos, con lo lipidos de la pared, especialmente los
acidos micolicos; con este método los bacilos se observan rojos en un fondo
azul (Britton and Lockwood, 2004).

Figura 7. Tincién de Zielh Nielsen para Mycobacterium leprae
Fuente: Scollard et al., 2006

- Lectura de la baciloscopia. La lectura en el microscopio de cada muestra
requiere entre 10-15 minutos por lamina, se reporta mediante el indice bacilar, que
consiste en contar el numero de bacilos por muestra en cruces segin una escala
(Tablal), posteriormente se calcula el promedio aritmético de las cruces
encontradas en cada una de las muestras leidas; se suma el nimero de cruces del
punto anterior y se divide por el nUmero de muestras leidas (Ministerio de la
Proteccién Social, 2005); cuando hay presencia de globias en cualquiera de las

muestras indica una gran cantidad de bacilos.
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La clasificacion bacteriologica de la OMS tiene en cuenta el indice bacilar, si este es

mayor de cero serd un paciente MB, por el contrario, si es igual a cero es un paciente PB.

4.8.3 Diagnostico histopatolégico. Consiste en obtener una pequefia parte de la piel
afectada, fijada en formol al 10%, posteriormente los cortes de parafina se somete a una
coloracién de hematoxilina— eosina y la identificacion de los BAAR se hace con la tincion
modificada de Zielh- Neelsen conocida como Fite - Faraco.

La biopsia cutanea se hace cuando la baciloscopia es negativa, permite detectar 35 % de
los casos, confirma definitivamente la sospecha clinica, ademas contribuye a evaluar los

resultados de los tratamientos y establecer diagnostico diferencial.

Tabla 1. indice bacilar en la enfermedad de Hansen para Colombia

Ninguno en 100 campos
Menos de 1 en 100 campos examinados
De 1 a 10 en 100 campos examinados
De 1 a 10 en cada campo examinado
De 10 a100 por campo examinado

De 100 a 1000 por campo examinado
Més de1000 por campo examinados

Fuente: Ministerio de Protecciéon Social, 2005

El criterio histopatolégico se basa en el tipo y distribucién de los infiltrados granulomatoso
y cambios de los nervios, principalmente los mas afectados son los filetes profundos
situados en la unién dermo-hipodermica; define el polo hiperérgico formas tuberculoide
(T) y borderline-tuberculoide (BT) donde se observan granulomas epitelioides, linfocitos
destruyendo o infiltrando los filetes nerviosos, los foliculos pilosebaceos, el musculo
piloerector, las glandulas sudoriparas. No hay presencia de bacilos; mientras en el polo
anérgico que incluye las formas borderline-lepromatosa y lepromatosa se observan
granulomas de células espumosas con BAAR (Freedman Weinstein and Kaplan, 1999).

M.leprae es un microorganismo que no se ha logrado cultivar in vitro, es posible cultivarlo
in vivo en la almohadilla plantar de armadillos y ratones inmunocomprometidos los cuales

no son muy viables por ello se optan por realizar otras pruebas diagnosticas como:
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4.8.4 Pruebas serologicas. El objetivo de estas pruebas ha sido realizar un diagndstico
precoz de la infeccion, estan poco asociadas a la enfermedad; buscan la respuesta
humoral del individuo a través de la deteccion de anticuerpos Inmunoglobulinas (Ig), A
(lgA), M (IgM) y G (lgG) contra antigenos especificos de la micobacteria. Se han

desarrollado las siguientes pruebas:

e La fijacion del complemento. Utilizada al principio del siglo; empleé como
antigeno un extracto de leproma, mostrando buenos resultado en los pacientes con LL
pero no detectaba la lepra indeterminada y tuberculoide, esta prueba se realizé con
otros antigenos procedentes de otras micobacterias, muestran que la respuesta a

anticuerpos esta dirigida contra antigenos comunes a estas.

e Lapruebade Rubino. Desarrollada en el siglo pasado en los 90°s; consiste en la
sedimentacién de glébulos rojos tratados con formalina en presencia de sueros de
pacientes con lepra, con resultados similares a los encontrados a la prueba de
complemento. Esta reaccion se utilizé durante muchos afios, pero no tenia utilidad
en los casos PB y en los MB no avanzados, por lo que se continud en la busqueda de
pruebas mas sensibles y especificas para el diagnoéstico precoz de la enfermedad en
su fase subclinica, identificacién de los grupos de alto riesgo, estudio del prondstico,
evaluacion terapéutica y deteccién de las recaidas. En esta misma época se
desarrollo la inmunodifusién y hemaglutinacion, mostrando la habilidad de algunos
pacientes con lepra para producir anticuerpos, la diferenciacién de pacientes con LL y
LT y la demostracién de reactividad cruzada con otras micobacterias en el suero de

los pacientes de Hansen.

e Lapruebade absorcion de anticuerpos fluorecentes (FLA-ABS). Desarrollado
en los aflos 70. El fundamento de la prueba es el examen microscopico con la
técnica de fluorescencia directa del suero de personas mezclado y pretratado con
anticuerpos de M. leprae, haciendo las lecturas con el sistema de filtro UV. Ha
presentado una sensibilidad del 96, 7% y una especificidad del 99%, sin embargo su
uso no se generalizé debido a la dificultad técnica, a la subjetividad de la prueba y
posibilidad de reacciones cruzadas con otras micobacterias; fue usada para el

monitoreo de pacientes y deteccidn de infeccion subclinica, también se desarrollo la
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inmunoelectroforesis cruzada y el radioinmunoensayo con resultados similares a los

anteriores.

A partir de los afios 80’s, debido a los problemas con las reacciones cruzadas, se
comenzo a realizar la serologia, con el uso del sonicado crudo de M.leprae, se trabaj6é en
la identificacién y purificacion de antigenos especificos de esta micobacteria, entre ellos la
proteina de 35 Kda, los glicolipidos fendlicos, el lipoarabinomanan (LAM), que es el mayor
carbohidrato de M.leprae, altamente reactivo con anticuerpos IgG, que reacciona de forma
cruzada con el LAM de M.tuberculosis, por lo tanto es de alta sensibilidad pero de baja

especificidad.

Dentro de los antigenos mas especificos para M. leprae, esta el glicolipido fendlico -
1(PGL-1), descrito por Brennan en 1980, este antigeno (Ag), se encuentra en la capsula
del bacilo (figura 8), esta representado por un residuo trisacarido, se ha asociado al
mecanismo de defensa del bacilo de Hansen, a través de la inhibicién de la destruccion
oxidativa y la inactivacién de las enzimas lisosomicas del macréfago impidiendo que se
destruya el bacilo (Vachula, Holzter and Andersen, 1989), ademas interactia con la
laminina de las células de Schawann, (Arocha, et al., 2006); induce una respuesta de
anticuerpos IgM y 1gG, aunque se reportan mayores titulaciones de IgM comparadas con
la 1gG.

Como M.leprae no puede ser cultivada in vitro y la cantidad de PGL-1 era insuficiente, fue
necesaria la sintesis de derivados en los cuales la parte terminal di o trisacérido del PGL-
1, esta acoplada a una molécula portadora tal como la albumina de suero bovino (BSA);
entre ellos se conocen neoglicoproteinas como mono,di tri sacarido conjugado a la
proteina de albumina de suero bovina (M-BSA), el disacarido — natural- octil-BSA(ND-O-
BSA), el ND-P-BSA y el NT-P-BSA
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Figura 8. Modelo esquematico de la pared celular de M. leprae con presencia de PGL-1 en la
capsula. Fuente: Scollard et al., 2006.

La deteccion de los anticuerpos contra antigenos de M.leprae es simple y se pueden
realizar en diferentes fluidos biol6égicos como suero, plasma, sangre total, sangre capilar,
filtros de papel con sangre y orina, entre otras. Hay diferentes pruebas para detectar
anticuerpos tales como: el radioinmunoensayo (RIA), prueba de hemaglutinacion pasiva
(PHA), la prueba de inhibicion de anticuerpos (Ac) moclonales y la mas usada la prueba
de ensayo inmunoabsorbente unido a enzima (ELISA). En los dltimos afios se han
implementado otras pruebas como la de aglutinacién de particulas de gelatina, conocida
como MLAP (Izumi, 1990), en 1998, Biikher et al, desarroll6 ML Dipstick, capaz de
detectar anti IgM; en 1999, Roche describié el uso de una prueba que usa la deteccién
indirecta de anticuerpos contra la proteina de 35 Kda, la cual fue descontinuada y Buhrer-
sekula, 2007 esta evaluando el uso de la immunocromatografia conocida como ML Flow.

Los ensayos seroldgicos tienen especificidad del 100%, pero su sensibilidad varia con el
tipo de lepra, 80 % al 100% para MB y del 30 a 60% para pacientes PB, 56% para BL y
18% para BL (Arocha et al, 2006), las desventajas es que no pueden identificar todos los
casos PB, no distingue entre una infeccién pasada y actual; no permite identificar la
infeccion subclinica; todas estas pruebas parecen no ser Utiles en la deteccidon temprana

de la enfermedad, ni la evaluacién de la transmision e infeccion.
4.8.5 Diagnostico mediante pruebas moleculares. La biologia molecular ha

contribuido no solamente al entendimiento de las enfermedades infecciosas, sino que

también han proporcionado herramientas para su diagnostico.
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La deteccion de ADN especifico implica la presencia del microorganismo en la muestra
que se esta analizando. Existen técnicas como los diferentes sistemas de hibridacién
pero la técnica reina en este campo es la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR en
inglés polymerase chain reaction, la cual se ha usado para deteccion de enfermedades
oncologicas, genéticas, en trasplantes y enfermedades infecciosas, particularmente en

lepra, donde no se cultiva el agente causal.

La PCR fue una técnica ideada por Kary Mullis, publicada por primera vez el afio 1985, en
la revista cientifica Science. Esta es una sintesis enzimédtica in vitro, la cual trata de
reproducir la habilidad natural de duplicar material genético. Consiste en una
amplificacién exponencial (2") de secuencia especificas de ADN o ARN a partir de
cantidades pequefias de una region especifica de este mismo (Corvalan, 2002). La
principal ventaja que confiere la rapidez, especificidad ademas capaz de detectar la
presencia aun cuando no es visible en la baciloscopia e histopatologia, aunque su

desventaja es el costo. Para desarrollar la PCR se requieren de los siguientes reactivos:

e Buffer o amortiguador. Contiene diversos iones (Na+, Cl-, K+, entre otros), se

encarga de optimizar y equilibrar las condiciones de reaccion.

e Taq polimerasa. Es una enzima aislada de Thermus aquaticus, una bacteria
termofilica, esta enzima es activa una temperatura 72°C, aungque puede resistir las
altas temperaturas aproximadadmente 117°C necesarias para la separacion de las
cadenas del ADN y permite que el reanillado sea mas sensible y especifico
(Corvalan, 2002 y Rodriguez, 2001), se encarga de la sintesis exponencial en

direccion de 5’a 3".

e Cloruro de magnesio (MgCl,). Es donador de iones y actla como cofactor para

la actividad de la enzima Taq polimerasa.

e Oligonucledtidos (primers). Son secuencias nucleotidicas cortas, deben tener
entre 10 y 24 nucledétidos de longitud, actian como iniciadores de la sintesis del
ADN, son complementarios a las cadenas opuestas del ADN y se unen

especificamente a las secuencias que flanquean la regién a amplificar (region
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blanco); son reconocidos por la enzima tag polimerasa permitiendo iniciar la

reaccion.

o Desoxinucleédtidos trifosfatos (Dntps). Son cuatro: dATP, dGTP, dCTP y dTTP,
se deben afadir en la solucién de la reaccién en concentraciones iguales que
normalmente oscila entre los 20 y los 200 mM. Los Dntps pueden captar Mg**, por
lo que las concentraciones de ambos componentes deben guardar siempre la

misma relacion.

4.8.6 Principios basicos de la PCR. Las dos hebras de ADN pueden disociarse y
reasociarse in vitro por calentamiento y enfriamiento; proceso que es llevado a cabo por
un controlador microprocesador llamado termociclador, que permite la automatizacién de
la PCR, lo usual es que los ciclos se repitan de 25 a 45 veces (IPGRI y Cornell University,
2003). Las reacciones de la PCR incluyen tres fases:

1. Desnaturalizacién. Para la separacion de la doble cadena de ADN, se realiza
a una temperatura de 94 - 95° °C por minuto, con el fin de que cada hebra sirva
de molde para la sintesis de una nueva molécula de ADN. Al iniciar la
amplificacion se recomienda 5 minutos a esta temperatura, para separar toda

molécula.

2. Hibridacién de los cebadores o iniciadores. Se enfria la molécula ADN
para una Optima polimerizacion, la temperatura oscila a 45-60°C; cada
oligonucledtido (primer) se une a una cadena blanco complementaria, en sus
extremos 3’ apuntandose entre si. La temperatura de esta hibridacién
depende de la longitud de los iniciadores y de su proporcion en G+C; en

cualquier caso a mas temperatura la especificidad de la reaccién es mayor.

3. Extension de la cadena complementaria. Cuando alcanza una temperatura
de 72°C, el fragmento del ADN localizado entre los iniciadores es rapidamente
amplificado utilizando una enzima polimerasa, procedente de la bacteria
Thermus aquaticus, se ha comprobado que esta es capaz de incorporar 60
nucleétidos por segundo, por lo tanto en un minuto es capaz de incorporar
1000 nucledtidos. Esta amplificacion extiende desoxynucleotidos
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complementarios a la cadena de ADN molde en los extremos 3’ de los
iniciadores, después de la extensién dos cadenas blancos de ADN y dos
cadenas complementarias sintetizadas, se combinan para formar dos nuevas
hebras dobles de ADN, luego se repite la reaccién un numero (n) determinado
de ciclos (aproximadamente 30) para la obtencién suficiente de ADN, en cada
ciclo se obtiene una copia de cada una de las cadenas preexistentes; al
finalizar los ciclos, el producto de ADN, tedricamente pueden se 2" de copias,
obtenidas en pocas horas, aunque la saturacion de la enzima, la hibridacién

del ADN diana y otros factores limitan la amplificacion.

La reacciones de PCR no son todas igualmente eficientes y necesitan variarse para
mejorar la eficiencia (Bermingham and Luettich, 2003); entre estas tenemos la PCR
anidada, cuya sensibilidad aumenta con la realizacion de una segunda PCR que amplifica
una regioén interna del producto de la primera reaccion (Bascufiana y Belak, 1996 y Gillis
and Brennan, 2002).

4.8.7 La PCR anidada. Consiste en una reamplificacion; en la cual se selecciona un
grupo de oligonucleétidos (primers) dos externos que amplifican una secuencia larga,
correspondiente a la secuencia blanco del genoma y dos primers internos que amplifica
sobre el producto de los primers externos, produciendo productos mas pequefios (Figura
9).

| 2° Round =g I I I

Figura 9. Esquema de reaccion de la PCR anidada.
Fuente: Vieira, 2006.

4.8.8. Deteccion del ADN amplificado. Los amplimeros de la reaccion pueden ser
detectados por hibridizacién o electroforesis, en esta Ultima el producto es sometido a
corriente eléctrica que migrara de acuerdo al tamafo del fragmento amplificado (Corvalan,
2002) y la resolucién dependera del medio que se utilice agarosa o poliacrilamida a

distintas concentraciones, las cuales forman una red de poros de tamafios variables,
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haciendo posible la separacion de fragmentos, a mayor concentracion, mayor capacidad

de distinguir fragmentos de tamafios mas préximo.

La visualizacion del fragmento en el gel, se debe a la reaccion del ADN con el bromuro de
etidio, que es un compuesto que tiene la capacidad de insertarse en la cadena de ADN y
presentar fluorescencia cuando es excitado con luz ultravioleta, permitiendo compara
peso del producto amplificado con un patrén de peso molecular, también se usar para la

deteccién de ADN tincién con plata o radioactividad.

La PCR puede aplicarse en una amplia variedad de muestras (cultivo puro, tejidos,
liquidos), para el diagndstico de M.leprae se ha realizado en muestras de linfa del I6bulo
de la oreja y/o lesion, moco nasal, biopsias de piel, sangre, bulbo de cabello, suero, orina,
entre otras. En todos los casos se requiere que las células que contienen el ADN que va
a ser amplificado estén lisadas para liberar su genoma, por lo que es necesario el
desarrollo de un método de extraccion del adecuado a cada muestra, ademas se debe
conocer la secuencia del ADN a amplificar para escoger los oligonucleétidos adecuados,
las condiciones O6ptimas para cada reaccion, teniendo en cuenta los reactivos
(concentraciones de oligonucleétidos, taq polimerasa, desoxinucleétidos, MgCl, y el
Buffer), la temperatura, duracién de cada paso y numero de ciclos (Innis et al., 1990), los

cuales condicionaran la cantidad de ADN obtenido y la sensibilidad de la prueba.

En el estudio de la enfermedad de Hansen, se han conseguido introducir parte de ADN de
M.leprae en bacterias de facil cultivo como E .coli, con el fin producir grandes cantidades
de proteinas, que son identificadas con anticuerpos monoclonales; con esta metodologia
se ha podido establecer la libreria del genoma de este microorganismo y se ha construido
el mapa cromos6mico. Entre la secuencias utilizadas en los ensayos de PCR se
encuentran las que codifican proteinas 18, 36, 45 y 65 Kilodaltons (Kda), también
secuencias repetitivas y las secuencias del gen del ARN ribosomal (ARNr) y 16S ARN,

en este trabajo se utiliza la secuencia repetitiva rlep, especifica de M.leprae.

4.8.9 La secuencia repetitiva rlep. Es una secuencia no codificante, que se encuentra
repetida 28 veces en el cromosoma de M .leprae, lo que multiplica las posibilidades de
amplificacion del ADN en comparacidn con otros genes o secuencias con una unica copia
por genoma bacteriano.
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En las Ultimas décadas, para el diagnéstico de la enfermedad de Hansen, se ha
comparado la PCR con los resultados de técnicas convencionales como la baciloscopia e

histopatologia y la clinica.

En el estudio de Misra et al., 1994, emplearon 87 muestras de biopsias de piel y linfa,
provenientes de 46 pacientes (1LI, 9 TT, 14 BT, 12 LL y 10 BL) y 4 controles; usaron
iniciadores para amplificar un fragmento de 321pb de la secuencia de gen LSR/A15 que
codifica para el antigeno de 15 KDa. Esta prueba fue sensible y especifica con un nivel
de deteccién entre 10 y 100 bacilos, la PCR fue positiva en 34. 48% (30/87). Se detecté
mediante PCR 1 caso del polo TT, 3 de BT (1 linfa, 2 muestras biopsias), 26 de polo
lepromatoso (12 linfa, 14 biopsia), 8 de los pacientes fueron positivos para PCR y
negativos para las técnicas convencionales (baciloscopia en linfa o histopatologia),
correspondientes a 2 muestras de biopsia de pacientes del polo BT y 6 de polo
lepromatoso, en tres casos se mostraron falsos negativos, aun cuando no se encontro
evidencia de inhibidores. Estos resultados mostraron mayor positividad en casos
lepromatoso y afirman que la PCR es una herramienta util para la deteccion de pocos
bacilos. Esta técnica puede considerarse como una alternativa para la identificacion de

pacientes infectados con M. leprae contribuyendo a determinar la prevalencia oculta.

En 1997, Job et al., estudiaron 39 lesiones de piel sospechosas de Hansen mediante
examen histopatolégico, coloracion de BAAR y PCR. La PCR fue positiva de las 26 con
diagnéstico histopatologico (7 de 17 de BT, 1 de 3 TT y 1 de 6 con LI), también fue
positiva en dos casos de 13 lesiones MHN (maculas hipopigmentadas no caracteristicas)
En Zielh Neelsen fue positiva solo en 2 de las biopsias con diagnéstico histopatolégico

(1BT y 1 TT). Los autores sugieren que para diagndstico de esta enfermedad se incluya
ademas del examen histopatolégico la PCR. Otro estudio en Estados unidos, en 89
biopsias de piel de 53 pacientes diagndsticados entre 1999 - 2002 y 36 de pacientes no
leprosos. Amplificando la banda de 360bp del fragmento del gen hspl8 que codifica la
proteina para 18-kDa, detectd el 38.8 % de la forma TT y 92.6% de LL por PCR. La
sensibilidad de la prueba en todos los tipos de pacientes fue del 79% y especificidad del
100%. En conclusién este ensayo conjunto con la clinica y el analisis histopatol6gico

contribuye a la identificacion de M.leprae, particularmente donde la clinica es problematica
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y el area es de baja endemicidad. Ademas recomiendan se evalué la practicabilidad y el

costo beneficio de las distintas técnicas (Williams et al., 2003).

El tipo de tratamiento que reciben los tejidos antes de la PCR influye en los resultados de
esta. De wit et al (1991), amplificaron un fragmento de 530 pb, que codifica el gen del
antigeno rico en prolina (36Kda) con primers S62 y S13, en 31 biopsias de piel de
pacientes tratados y no tratados con medicamentos para lepra; una parte de la muestra
fue refrigerada, otra fijada en formalina, otra en formalina neutra y otra en FMA
(formaldehido-mercurio-cloro 4cido acético). La PCR fue positiva en el 100% de las
biopsias BAAR positiva, el 56% de las BAAR negativa refrigeradas de los pacientes no
tratados, mientras que el PCR fue positivo en un 92% de las biopsias BAAR positiva y
61% de las BAAR negativa tratadas con formalina neutra procedentes de los mismos
pacientes no tratados. La fijacién del las biopsias con FMA y formalina no neutralizada
producen una baja amplificacion, Los autores concluye que la PCR puede ser una
herramienta para la deteccion de la infeccion pero que el tipo de fijacién previa a la
extraccion de ADN afecta la sensibilidad de la prueba y recomienda realizar la PCR a
partir de tejidos frescos y congelados.

En los estudios las muestras mas comunes para encontrar ADN son las biopsia de piel,
aunque es posible realizar PCR en orina, como lo mostré Parkash, et al., (2004), en 16
pacientes, 11 con LL y 5 con LT y 8 individuos sanos, emplearon primers S62 y S63, que
codifican para antigeno de 36 kDa, amplificaron un fragmento de 530 pb. La positividad
fue de 36.4% en pacientes LL y 40% en pacientes LT, ninguna de las muestra de los
individuos saludables fue positiva. Los resultados obtenidos muestran presencia de ADN
en la orina de pacientes con lepra; encontraron una positividad 66.6% de 6 pacientes
tratados mientras que los no tratados solo el 20% de 10. Este estudio permitié concluir
que es posible detectar ADN en muestras de orina y podria ser aplicable para monitorear

la respuesta al tratamiento de los pacientes.

En general, en la enfermedad de Hansen la especificidad del PCR encontrada es de

100% vy la sensibilidad es de 34 a 74% en pacientes con formas PB y mas del 80% en las

formas MB (Williams, et al, 2003); en casos PB, especialmente en los subclinicos es baja

debido a que los bacilos son muy pocos, por ello Plikaytis, Gelber and Thomas, 1990,

desarrollaron una PCR anidada, usando cuatro iniciadores oligonucleétidos, L1 y L2, que
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amplifican un fragmento externo de la secuencia del gen Gro ElI de 578pb vy
oligonucleotidos L3 y L4 para un fragmento interno de 347 pb. Lograron detectar hasta
3fg correspondientes a un solo bacilo. También amplificaron ADN de M.leprae en
muestras de biopsias de almohadilla plantar de ratén, higado de armadillos infectados con
M. leprae y en biopsia de paciente con LL. No hubo productos de amplificacion con las
otras 19 especies de Mycobacterium, tampoco en células de ratén y células humanas. Se
observaron productos de amplificacion pero de menor tamafio con tres especies de
Mycobacterium: M. lufu, M. simiae y M. smegmatis, estos productos fueron facilmente
distinguidos del producto de M. leprae por el tamafio y por el patrén de corte de las
enzimas de restriccién. La PCR anidada se ha empleado con otras regiones del genoma
como el ensayo de Santos, et al., (2007) en Brasil, que amplificando un fragmento 133 pb
dentro de un producto de uno de 231pb del gen para la proteina antigénica de 65 kDa, en
muestras de mucosa oral de 7 pacientes MB a las cuales se les realizO examen
histopatologico. La PCR detecté el ADN en 5 casos que estaban recibiendo tratamiento,
en 1 sin tratamiento que también tenia BAAR y el otro fue PCR negativo y se le aislé una
micobacteria diferente a M.leprae. Los autores concluyen que este método es rapido, facil

para la deteccion en periodos asintomaticos.

El descubrimiento de la secuencia no codificante, rlep (Woods and cole, 1989) abrié todo
un horizonte de posibilidades para la deteccién de esta bacteria, gracias a este elemento
genético la PCR puede tener mayor sensibilidad ya que cada bacilo de M.leprae cuenta
con 28 copias de la secuencia (Donogue, Holton and spigelman, 2001), lo que multiplica
las posibilidades de deteccién en comparacién con genes 0 secuencias con una Unica
copia en el genoma bacteriano. Esta fue evaluada por Yoon K, et al., 1993, con primers
RI'y R2 que amplifican una banda de 372pb y se compara con la prueba microscopica en
102 muestras de biopsia de pacientes con lepra sin tratamiento. Este ensayo mostro
100% de especificidad y sensibilidad del 86.3 %. Los resultados comparando la PCR vy el
IB fueron los siguientes: En 15 muestras de pacientes con IB-, la PCR obtuvo un 73.3%
de positividad y de 87 muestras con IB positivo 96,6% fueron PCR positivo. Estos
resultados demuestran que la PCR con esta secuencia permite detectar M.leprae en
muestras donde la prueba microscépica es negativa. Para incrementar su sensibilidad
Santos et al., 1993, optimizaron la extraccion de ADN realizando un pretratamiento a las
muestras con NaOH, para disminuir la presencia de inhibidores. Usé la secuencia rlep,
amplificando un fragmento de 372pb con primers ML1 y ML2, incluyé la deteccion por
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hibridizacion, en muestras de sangre, linfa y biopsias de 27 pacientes (8 LL, 8 BL, 3 BB, 6
BT, 1TT, 1LI) sin tratamiento. Detectaron hasta 100 ag ADN (ag=1 x10'8 g). En biopsia
la PCR fue positiva en 13(76.3%) de 17 visualizadas por electroforesis y de 15
hibridizadas el 87% fueron positivas. En 19 muestras de linfa vistas por electroforesis el

21% fueron PCR+ y en el proceso de hibridizacion el 68% fueron positivas.

Donogue, Holton and spigelman en el 2001, amplificaron fragmentos de ADN mas
pequefnos que los anteriormente usados, emplearon PCR anidada, disefiaron y evaluaron
primers (LP1,LP2,LP3,LP4,LP5,LP6,LP7), que codifican para el gen del antigeno de 18
kDa vy la rlep amplificando un producto interno de 110pb en uno externo de 136pb y una
banda de 99pb y sobre una de 129pb, respectivamente; utilizaron 2 muestras de linfa de
pacientes diagndsticados hace 20 y 30 afios, pero con recaida y 6 muestras
arqueologicas. Se logré detectar M.leprae mediante la amplificacion de la rlep (secuencia
17153), en las muestras clinicas y en 3 arqueoldgicas. Los resultados mostraron primers
de la rlep son mas sensibles que los de la secuencia de 18kDa, sugieren que podria
deberse a que detectan ADN dafiado 0 que se encuentra en pequefias cantidades y
evidencian la necesidad de evallar estos en diversas muestras clinicas. También Kang et
al., (2003), comparé los primers para un fragmento de 129pb de rlep y primers para un
fragmento de 360 pb de la secuencia de 18kDa. Realizando la técnica PCR Touchdown
(TP), que comienza con una temperatura de alineamiento alta y se reduce en 1° C en
cada ciclo, procesaron 30 muestras de biopsias y 37 de linfa de pacientes provenientes
de Corea. Se obtuvo que los primers que codifica para el gen 18kDa fue positivo el 56.7%
en biopsias y en linfal0.8 %, con la secuencia rlep el 80% en biopsia y 73% linfa; ademas
se encontré que la PCR dié positivo en 67.7% de 31 pacientes con IB- y 6 pacientes
tuvieron IB y PCR positivo, mientras que 2 de estos mostraron resultados negativos
utilizando primers de 18kDa, por lo tanto se demuestra que rlep es mas sensible que la
secuencia 18 kDa. Otro estudio de PCR aplicando primers que codifican para esta
secuencia, fue realizado por Gourlard, et al., (2007) en biopsias provenientes de 110
pacientes no tratados, clasificados segun la escala de Ridney y jopling en: 15 TT, 45 BT,
17 BB, 12BL, BL, LL 21 y como controles utilizaron 35 muestras de piel provenientes de
cirugias plasticas (abdomen y cara) con baciloscopia negativa. Utilizaron primers que
amplificaban dos bandas una de 372pb y otra del30 pb. La especificidad para ambos
fragmentos fue del 100%; se detecto el fragmento 130 bp en 81 pacientes (73,6%) de 110
del grupo de pacientes del polo TT fue positivo en 40%, en BT el 55.5%. El 100% de BB,
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BL y LL fueron positivos por PCR; mientras el fragmento de 372 bp se detect6 en 52.7%
del total pacientes, 13.3% en el grupo de pacientes TT, 33.3% en el BT, 64.7% BB,
83.3%BL y 95.2% LL. Las baciloscopias de la biopsias fueron positivas 39.1% asi: TT
(0%), BT (2.2%), BB (64.7%), BL (91.6%) y LL (95.2%). Se observO una mejor
probabilidad de diagnéstico utilizando el fragmento de 130pb, especialmente casos de

lepra tuberculoide.

La PCR amplificando la secuencia rlep, también se ha usado en pacientes tratados,
Santos, et al., 2001, incluyeron 33 personas que habian tenido diagndstico de lepra
indeterminada, tratamiento regular al menos 6 6 4 afos atras, con prueba de Mitsuda
negativa, IB=0. De los pacientes incluidos (14) 42.4 % habian tomado tratamiento para
MB vy (19) 57.6% para PB. Tomaron 90 muestras (26 bulbos de cabello, 30 linfa, 13
secrecién nasal, 4 biopsia de piel, 17 sangre). Fueron PCR positivo en al menos una
muestra 18 casos (54.5%), no se encontr6 diferencia significativa entre el esquema de
tratamiento y la positividad de PCR. La positividad fue mas alta en muestra de sangre, 4
individuos fueron PCR positivos en sangre y alguna otra muestra, No hubo correlacién
entre la PCR, los parametros clinicos e histopatolégicos. EI ADN en pacientes PB
persisti6 en mas de la mitad de una década después de haber terminado el tratamiento,
mostrando que el bacilo puede vivir y circular en él, pero no se puede excluir la reinfeccion
ademas los autores consideran que la PCR podria ser ayudar a la deteccion de la
infeccion subclinica y casos donde el diagnéstico por técnicas convencionales es

inespecifico.

Por su parte, Gomes, et al.,(2005) en Brasil, amplificaron el fragmento de 372pb
(X17153); en muestras de 52 pacientes leprosos no tratados (37 MB y 15 PB), los cuales
clasificaron segun la escala de Ridley y Jopling, se les practico el examen clinico, prueba
de Mitsuda, tomaron muestras linfa, biopsia de mucosa nasal. A los pacientes con
lesiones se les tomd biopsia de la zona afectada, a estas muestras se le realizd
baciloscopia y PCR. La baciloscopia en muestras de linfa fue positiva en el 65.4% (34)
pacientes, por histopatologia se encontr6 que el 69.2% (36) tenian IB positivo y 30.8%
(16) negativo. En el moco nasal encontraron un IB positivo en 28 (53.8%) y negativo en
24 (46.2%). La PCR se desarrollé en 36 (69.2%) de los pacientes, en el grupo MB fué
positiva en 91.9% y 13.3% en PB, se logré detectar ADN de M.leprae en 3 de la muestras
de biopsia de mucosa nasal con IB negativo, 4 (25%), de 16 linfas de lesiones con
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baciloscopia negativa y 8 (33. 3%) de 24 muestras de moco nasal con IB negativo,

concluyendo que la PCR es util para la deteccion de la enfermedad de Hansen.

Wichitwechkarn, et al., (1995), amplificaron el fragmento de 531pb, utilizando primers S13
y S62 del gen pra, que codifica la proteina antigénica de 36kDa. Determinaron la
infeccién causada por M. leprae en muestras de biopsia frescas y muestras de linfa de
piel de 53 pacientes no tratados en Tailandia, también tomaron muestras después del
tratamiento, realizaron comparaciones con las baciloscopias y deteccion de anticuerpos
IgM anti PGL1 mediante la prueba de particulas en aglutinacién. La PCR en pacientes
MB fue positiva en 27(87.1%) de 31 biopsias y 41.9% (13/31) en muestras de linfa y en
PB, 8 (36.4%) de 22 y 4 (18.22%) de 22 fueron positiva en biopsia y linfa respectivamente.
Se incluy6 41 pacientes sin tratamiento: 25 MB y 16 PB. Al correlacionar la positividad de
la PCR con la presencia de anticuerpos PGL-1, se encontré que el 92% (23/25) de los
casos MB fueron positivos por PCR, y 68%(17/25) fueron seropositivos; mientras los
casos PB fueron positivos por PCR en 43.75% (7/16) y un caso de estos, es decir 6.25%,
mostré seropositividad. A 28 pacientes (20 MB y 8 PB) se les tomo muestras de linfa de
lesion a los 1,3 y 6 meses después de iniciar TMD, donde la positividad disminuy6 con el
tiempo. En este estudio se muestra la PCR muestra una clara ventaja sobre la serologia,

especialmente en casos PB.

Torres et al., (2003) compararon la prueba microscépica y la PCR, para la cual
amplificaron el fragmento de 531pb que codifica el gen del antigeno de 36 kDa, mediante
los primers S62 y S63 en muestras de linfa de piel, moco y biopsia de 60 de pacientes
atendidos en un sanatorio en Espafia. Los pacientes se clasificaron en grupos: 20 MB
con TMD con IB positivo; 30 MB con IB negativo tratamiento completo minimo por dos
afios y 10 PB que hubieran completado tratamiento 6 meses o al menos 8 afios atras;
para la PCR se incluyeron 4 controles, en los métodos seroldgicos 40 individuos
saludables y 10 pacientes con tuberculosis. La PCR fue negativa en todos los casos PB.
En los pacientes MB con IB + la PCR detectd 13 (65%) de 20 muestras de moco nasal,
17(85%) de 20 linfas del I6bulo de la oreja, en 16(80%) de 20 linfas de lesién y en biopsia
20 (100%), mientras en los pacientes del grupo con IB negativo, el PCR fue positivo en
3(10%) de 30 biopsias en 1 (3.3%) de 30 linfas de lesion. En la serologia los pacientes
MB con IB + mostraron seroprevalencia para el antigeno DBSA del 85% y del 60% para el
PGL-1. Los autores concluyen que los métodos convencionales y la PCR son sensibles
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para la deteccion de la infeccion también muestran que la positividad de la PCR se
correlacionan con los resultados de serologia especialmente en casos MB con IB positivo;
ademas estos métodos son importantes para el seguimiento de los pacientes y en el

diagnéstico en casos donde hay pocos bacilos.

4.9 DIAGNOSTICO DE LA INFECCION DE M. leprae Y SU UTILIDAD EN EL ESTUDIO
DE LA TRANSMISION

La infeccion antes de las manifestaciones clinicas a M.leprae, no es posible detectarla
mediante la baciloscopia o histopatologia debido a que estas necesitan gran cantidad de
bacilos para mostrase positivas, ademas esta bacteria no es posible cultivarla in vitro y el
periodo de incubacién es largo y variable, por ello se estan estudiando otras metodologias
mas especificas y sensibles que permitan identificar tempranamente portadores de
M.leprae que pueden transmitirla 0 que estén en riesgo de desarrollar lepra (Lombardi y
Suérez ,1997), especificamente en poblaciones susceptibles como son los convivientes,
vecinos o contactos sociales de pacientes con lepra.

4.9.1 Diagndstico basado en la respuesta inmunoldgica del huésped. Estas pruebas
tratan de detectar la respuesta inmunoldgica que se produce en el hospedero a
consecuencia de la infeccién. Existen pruebas enfocadas a la deteccion de la infeccién
en sus fases iniciales donde predomina la respuesta inmune celular y pruebas enfocadas
a la deteccion de infecciones mas avanzadas que muestran una respuesta fuerte de tipo

humoral.

e Deteccién de la inmunidad celular: intradermorreaccion (lepromina). Prueba
cutanea, descrita por Mitsuday Hayasi en 1919, se basa en la reaccién inflamatoria
(respuesta retardada hipersensibilidad local) que se produce al inyectar en la cara
anterior intradérmicamente 0,1 mL de una suspension preparada de bacilos muertos
de M.leprae obtenidos a partir de de biopsias de lesiones (lepromas) de pacientes
con LL o de tejidos de armadillo infectado con el bacilo de Hansen. La interpretacion
de los resultados se realiza midiendo la induracién a los 3 6 4 dias (Reaccion de
Fernandez) y una induracion papular 3 6 4 semanas (Reaccion de Mitsuda). El
didmetro de la induracion producida se mide y califica como sigue: sin induracion es

negativa, induracion entre 1 y 2 mm dudosa, > 5 mm positiva, con Ulcera, fuertemente
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positiva. Una reaccion de Ferndndez o Mitsuda positiva indica la presencia de
hipersensibilidad retardada a los antigenos de M. leprae y sugiere infeccion previa, es
decir la persona ha sido expuesta a los sus antigenos y ha sido capaz de montar

respuesta especifica mediada por células contra esta micobacteria.

Esta intradermorreaccion no es considerada una prueba diagnéstica, se utiliza para la
clasificacion del enfermo de lepra, es positiva en pacientes con Hansen del tipo
tuberculoide y lepromatoso en tratamiento, pero es negativa en estos Ultimos antes
del tratamiento; también se emplea como prondstico de la enfermedad y para el
estudio de sujetos con riesgo de contraer la enfermedad aunque en estudios con
lepromina se ha encontrado respuestas positivas en personas que nunca han estado
expuestos a M.leprae, por lo cual la lepromina no se considera especifica,
especialmente en paises con alta incidencia de tuberculosis, con practica en
vacunacion BCG y exposicion a micobacterias ambientales no patégenas (Geluk, et
al., 2005).

e Deteccién de la inmunidad humoral. Se basa en la deteccion de anticuerpos que
genera el sistema inmune del hospedero infectado. La respuesta humoral suele ser
fuerte y facil de detectar en los estadios avanzados de la enfermedad, pero no en

fases iniciales de la infeccion.

Se han realizado varios estudios encaminados al estudio de la seroldgicos en
pacientes contactos y poblacion en general con el propésito de determinar las
personas que estan en riesgo de padecer la enfermedad en un futuro. La
seropositividad en contactos han variado entre 1.7 y 93%, estos resultados varian
segun la prevalencia de la enfermedad en el area, algunas veces se asume que la
seropositividad es debido a las reacciones cruzadas con micobacterias ambientales,
pero nunca ha sido comprobado. (Oskam, et al., 2003); también se ha encontrado
que en areas endémicas las personas seronegativas también pueden enfermar
(Meerker, et al., 1986; Bakker et al., 2004 y Goulart et al., 2008), No obstante estas
pruebas contribuyen a la deteccion de focos de transmision, pero no permite

diferenciar entre la infeccién pasada y/o reciente.
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4.9.2 Métodos moleculares. Como la PCR puede detectar el bacilo en los individuos
saludables como lo public6 De Wit et al., (1993). Estos autores usando primers S12 y
S13, que amplifican un fragmento de 531pb en muestras de moco nasal, incluyeron 81
personas de Filipinas; 56 eran trabajadores de un hospital, los cuales fueron divididos en
dos grupos: 31 eran trabajadores ocupacionales que tenian contacto diario con los
pacientes de lepra y 25 fueron considerados controles (11 no endémicos y 14 endémicos);
los restantes correspondian a pacientes con previo diagnéstico (20 no tratados y 5
tratados). En los pacientes no tratados la PCR fue positiva el 55% (11) mientras en los
tratados todas la muestras se mostraron negativas. En los contactos ocupaciones la PCR
fue positividad en 6(19%) de 31, en los controles endémicos la positividad fue del 3 (12 %)
de 14 y fue negativo en todas muestras de las personas del grupo no endémico. Por otra
lado, Gourlart, et al., (1993), detectaron M. leprae en muestra de moco nasal y saliva de
un paciente con lepra BT y sus familiares, amplificando un fragmento de 372 pb con
primers ML1 y ML2 de la secuencia rlep. Fueron positivos el moco nasal del paciente y 4
(80%) de sus convivientes familiares, mientras en la saliva fue positivo en el paciente y 1
(20%) familiar también Almeida et al, (2004), amplificaron el ADN de las muestras de

sangre y moco nasal de 125 convivientes de paciente y encontraron PCR positivo el 3.4%.

Una fuerte evidencia que involucra a los convivientes en la cadena de transmision es la
presencia de ADN de M. leprae en biopsias de la mucosa nasal, como lo demuestra
Gomes, et al., (2005) en Brasil, incluyeron 99 de contactos familiares, a los cuales los
definieron como personas que viven o habian vivido con pacientes antes de 5 afios del
diagnéstico. Se realizan el examen clinico, para la PCR se toma muestras de biopsia de
nasal, amplifican el fragmento de 372pb de la regién X17153 y baciloscopia de moco
nasal y linfa. EIl IB de linfa y moco nasal fueron negativos en todos los casos, la biopsia
de mucosa nasal fue positiva para 10.1%, en su mayoria era familiares de pacientes MB y
1 de un PB. Por lo tanto se demuestra que la PCR puede ser una prueba importante para
el identificar la infeccién subclinica y su transmision. Sin embargo la sensibilidad de esta
prueba es 69.2% y especificidad 89.9%, ademas se requiere procedimiento invasivo para

obtener la biopsia de mucosa nasal.

En Colombia, Guerrero, et al., 2002, estandarizaron una prueba de PCR utilizando

iniciadores para un fragmento de 321 pb del gen LSA/15 de M. leprae y se aplico en

poblacion de ocho municipios del departamento del Cesar. Se investigaron los contactos
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intradomiciliarios sin signos, ni sintomas de enfermedad de todos los casos nuevos de
lepra diagndsticados durante el semestre de julio a diciembre de 1998. Se incluyeron 70
contactos en los cuales se tomaron muestra de moco nasal para el PCR: el 62,8% eran
contactos intradomiciliarios de casos MB y 37,2% de casos PB. El PCR fue positivo para
un 12,8% de los contactos. Se encontré6 una mayor probabilidad de infeccion entre los

cényuges que entre el resto de los convivientes con parentesco o sin él.

Por otra parte, Job et al., 2008, evaluaron el frotis de la piel y la secreciones nasales de
contactos de pacientes MB. Las muestras fueron analizadas por microscopia 'y PCR. Los
resultados mostraron que el 60% de pacientes no tratados tenian BAAR en la piel y el
80% y 60% tenia ADN de lavado de piel y moco, respectivamente. El analisis de 93
contactos mostré 17% de positividad de PCR en muestras de piel y 4% en moco antes del
tratamiento del caso indice, a los dos meses de tratamiento todos fueron negativos para el
ADN, sugiriendo que los pacientes MB contribuyen a la diseminacion de M. leprae en el
ambiente y los contactos estan en riesgo de infectarse a través del moco nasal y la
superficie de la piel.

Se ha investigado la dindmica de la transmision de M.leprae en la poblacion en general
como el estudio realizado por Klaster, et al., (1993), en dos ciudades en Indonesia, donde
la lepra es endémica. Tomaron muestras de moco nasal de las personas incluidas y frotis
de piel de pacientes para calcular IB; amplificaron un fragmento de 531 pb del gen pra.
Se examinaron 1302 personas, de los cuales, 0.33% (13) eran pacientes. Se realizé PCR
a 1228 personas, encontrandose positiva 7.8%. Entre los 11 pacientes incluidos 1(9.1%)
fue positivo, de 42 contactos familiares fue positivo 1 (2.4%) y en 1175 no contactos 94
(8.0%.) fueron positivos. Este estudio mostré que la poblacibn en general tiene
exposicion a M .leprae y también podrian considerarse como un grupo transmisor del

bacilo.

Hatta et al., 1995; en Indonesia evaluaron la PCR, para determinar portadores de M.

leprae en la poblacién en general, realizaron examen clinico y toma de muestras

nasofaringeas y a los pacientes linfa de piel para el IB. La PCR fue especifica para un

fragmento de 530 pb del gen pra. Registraron 1923 personas, 1171 les realizaron

examen clinico, se encontraron 6 pacientes nuevos en su mayoria PB. La PCR se le

practicé a 418 y fueron positivos 12 equivalente 2.9%. Con esta técnica fue posible
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encontrar casos nuevos, los que en su gran mayoria eran PB. Las personas positivas a la
PCR durante la primera encuesta fueron negativas en la segunda, lo cual sugiere que los
portadores nasales son transitorios. La tasa de deteccion de casos clinicos no cambio
mucho durante los dos afios, desde la introduccion de la TMD. Aunque la presencia de
M. leprae no implica infeccion, la excrecion de bacilos podria favorecer la expansion, en el
ambientes, también Chan, et al. (1997), en Filipinas estudiaron tres areas, a la poblacion
en general les realizaron el examen clinico y toma de muestra de moco nasal. A 8289
personas entre los cuales encontraron 48 casos de lepra (prevalencia de 5.8/1000), hubo
218 contactos familiares Mediante PCR se detectaron 6.9% portadores nasales de los
cuales 10 eran contactos de pacientes en tratamiento, 4 contactos de pacientes que

habian dejado el tratamiento y 1 un paciente nuevo.

Cardona y Beltran, (2004), estudiaron 61 convivientes de 16 pacientes con lepra MB en
Antioguia Colombia, se les realizaron el examan clinico, coloracion de Zielh Neelsen y
PCR en muestras de moco nasal y linfa de oreja, para el PCR, emplearon los primers de
18kDal y 18kDa2, también detectaron anticuerpos IgM contra el antigeno PGL-1 vy
aplicaron lepromina leida entre los 21-28 dias. Encontraron las baciloscopias y la PCR
negativos en todos los convivientes, sin embargo el 10% tuvieron IgM anti PGL-1, 54%
fueron Mitsuda positiva. Los autores concluyeron que es importante la evaluacién desde
diferentes metodologias para la deteccion de casos nuevos e infectados en nuestro pais.
En el 2008 Cardona—Castro, Beltran- Alzante y Manrinque -Hernandez, investigaron la
infeccion en 402 convivientes de 102 pacientes provenientes de regiones de Colombia
con prevalencia alta de Hansen. 54 (13.4%) fueron anticuerpos positivos para anti-PGL-1,
para la PCR se amplificaron una banda de 289 pb, incluy6 71 de muestras moco nasal de
las cuales fueron positivas 22 (31%), demostrando la transmisién de M.leprae entre la

poblacion y la identificacion temprana de la infeccién.

En una investigaciébn en tres poblaciones de Indonesia, lzumi, (1999), realizé un
seguimiento de la infeccion subclinica causada por M.leprae entre 1997-1998. Examind
en 1997 a 936 personas, encontrd 35 pacientes, de los cuales 24 fueron nuevos (MB=18
PB =6). En 1998, evalu6 861 personas donde encontré 21 pacientes (MB=15 PB =6).
Desarroll6 una PCR anidada usando cuatro iniciadores oligonucleotidos, L1 y L2, que

amplifican un fragmento externo de la secuencia del gen Gro ElI de 548pb vy

57



oligonucleotidos L3 y L4 para un fragmento interno de 347 pb, en muestras de moco nasal
de 890 personas saludable, encontré una positividad 26,6% distribuida entre contactos
convivientes y no contactos. Entre 1997-1998 se diagnosticaron 13 casos nuevos
quienes presentaron con anterioridad alguna evidencia relacionada con lepra: 6 fueron
convivientes de pacientes, 6 fueron seropositivos, 6 tenian lesiones sospechosas y uno
tenia el nervio engrosado, sin embargo ninguno de estos se considero factor para
desarrollar lepra. Este autor concluye que no existe una relacion directa entre la infeccion
en contactos convivientes y no contactos, posiblemente se deba al grado de endemismo

de la bacteria.

Torres et al., (2003) en su estudio realizado en Espafia, incluyeron 43 contactos (12
familiares y 31 ocupacionales), emplearon lepromina , serodiagndstico para los antigenos
especificos de M.leprae (PGL-1 y DBSA) y la PCR amplificando el fragmento de 531pb
que codifica el gen del antigeno de 36 kDa, mediante los primers S62 y S63 en muestras
de moco nasal. Todos fueron lepromina negativa, 2 individuos fueron positivos para PCR
y anticuerpos IgM anti PGL-1 o DBSA, y un caso fue solo positivo para anticuerpos, estos
pacientes fueron considerados como personas con alto riesgo de enfermar y se sugiere la

posibilidad de incluirlos en un programa de control y quimiprofilaxis.

Cairns et al., (2004), combinaron la técnica del PCR y técnicas inmunolégicas, para
estudiar tres comunidades endémicas en la India, las cuales se examinaron por 2 a 3
afios. Para la PCR utilizaron primers que codifican para el gene pra y rlep; solo el
1.6%(42) de 2552 moco nasales fueron PCR positivos y el 68% de las salivas tuvieron
anticuerpos IgA anti M leprae. De los PCR positivos 14.3 % (6), tuvieron también
fuertemente positiva IgA. El antecedente de BCG fue asociado con la respuesta inmune
de la mucosa, pero no con la positividad de la PCR. En esta ultima prueba los resultados
no persistieron. Los resultados positivos por PCR fueron observados en estaciéon

himeda.

Prakoeswa, Agusni and Izumi (2007), detectaron ADN de lepra en muestras de sangre de
29 casos subclinicos, definidos como aquellos asintomaticos con anticuerpos IgM
positivos (>600 u/mL) de los cuales 89,7 % eran contactos de pacientes de MB y 10,3%

de PB. Realizaron PCR anidada, amplificando un fragmento de a 99 pb en una de 130pb
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de la las secuencia rlep, utilizando primers LP1, LP2, LP3 y LP4. Mostraron amplificacion
20,7%, no hubo diferencia significativa entre el nivel de anti — PGL-1 observados y los
PCR positivos. En conclusion se sugiere la activa transmisién de M.leprae y la posibilidad

de detectar mediante la PCR grupos de transmision.

Finalmente, los hallazgos en estas investigaciones (Tabla 2) contribuyen al conocimiento
sobre la epidemiologia de la enfermedad de Hansen, ademas permiten discriminar los
individuos que se encuentran en riesgo de desarrollar la enfermedad, realizar el monitoreo
de los contactos y por consiguiente contribuir al control de la transmisién de esta

enfermedad y justificar la quimioprofilaxis.

4.10 QUIMIOPROFILAXIS EN HANSEN

Todavia no existe una vacuna efectiva contra la lepra, aunque se conoce factores de
protecciéon como la vacuna (BCG) contra la tuberculosis la cual se recomienda aplicarla a
todos los convivientes asintomaticos (Protocolo de vigilancia de lepra, 2008). Esta ha
mostrado una efectividad entre el 20% y el 80% contra la lepra. En algunos paises, la
quimioprofilaxis es mas factible que la vacunaciéon BCG y se ha propuesto su uso en

grupos con riesgo a desarrollar la enfermedad.

La quimioprofilaxis con dapsona tiene una eficacia del 60% para prevenir lepra en los
contactos, requiere un tratamiento largo y es generador de resistencia (Smith and Smith,
2000). Moet, et al., 2008, evaluaron con una sola dosis, en 28 092 contactos cercanos de
1037 casos de lepra recientemente diagndsticados en una regién altamente endémica.
Realizaron el seguimiento cada afio durante 4 afios, encontrando una reduccion de la
incidencia de 57% a 34,9% y Cartel et al 1992, trataron dos poblaciones una de 2786
habitantes y 3 144 emigrantes y sus familias, con dos dosis de rifampicina con un
intervalo de tres meses durante 4 afios, logrado reducir la incidencia. Se obtuvé una
eficacia de 40 a 50%

Segun los estudios, la quimioprofilaxis puede contribuir a disminuir el desarrollo de
sefales clinicas en personas infectadas con M leprae, aunque estos es incierto por el
largo periodo de incubacion de esta micobacteria, no se conoce a cerca de los efectos

secundarios que causa estos medicamentos y no se ha recomendado su uso universal.
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Tabla 2. Resumen de antecedentes de la aplicacion de la PCR para detectar ADN de M.leprae en convivientes

Region Tamafio del Tipode | Tamafio de la muestra (n)y Resultados PCR
dmi i i L, s Literatura
gendmica Tipo de PCR fra%nbe)nto Primer muestra descripcion % total de positividad
Gen pra 81 personas: (Trabajadores | Contactos ocupacionales =19
(proteina Convencional 531 ocupacionales =31 controles= 25 | Controles endémico= 12 De Wit et al.
antigenica (no endémicos=11 y endémicos | Pacientes no tratados : 55 Pacientes '
9 S62 S13 | Moco nasal : 1993
de 36 kDa) =14),Paciente=25 (tratados =14 | tratados =0
no tratados11))
Moco nasal Moco nasal y saliva paciente= +
R|6p3§X1715 Convencional 372 R1_R2 y saliva 5 Convivientes de 1 paciente | Moco nasal convivientes =80 Gouri%g,set al.
) - Saliva conviviente = 20 ’
Bx de la
Rlep3g(1715 Convencional 372 R1-R2 | mucosa 99 convivientes 10,1 Gomzegc,)gt al.,
nasal
LSA/15 Convencional 321 |\I/\|/II? ; Moco nasal 70 contactos asintomatico 12,8 Guerrero, et
9 intradomiciliarios al., 2002
Pacientes no tratados
Moco nasal=60
Gen hsplg frotis de la | Pacientes no tratados cuantos Emt'ts d'f pleI:8t0 de tratamiento d
en nsp . i piely la 93 contactos de pacientes MB ontactos antes de tratamiento de Job et al.,
(codifica la Convencional 18k-18 k . paciente 2008
proteina secrecione Frotis de piel= 17%
18kDa) s nasales Moco nasal= 4%
Contactos: Dos meses de
tratamiento
Moco nasal y frotis =0
Gen pra S62 Moco nasal = 7.8 de 1228
(proteina Convencional 531 pb S13 y Moco nasal 1302 personas Moco nasal de contactos familiares= Klaster, et
antigenica 2,4 de 42 al.,1993
de 36 kDa) No contactos= 8 de 1175
) Moco nasal :
| ML1- De Almeida,
Rlep Convencional 372 s y sangre 125 3.4 905
Gen pra S62 -
(proteinaanti Convencional 531 pb S13 Moco nasal 1923 2,9 de 418 Hatta et al.,
genica de 36 1995
kDa)
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Tabla 2. Resumen de antecedentes de la aplicacion de la PCR para detectar ADN de M.leprae en convivientes

Region e PCR 1]:amaﬁo ?el o Tipo de Tamafio de la muestra (n) y Resultados PCR Literatura
gendémica ipo de ra%nbe)n o} rimer muestra descripcion % total de positividad
NR Convencional NR NR Moco nasal 8289 Portadores nasales =6.9% Chan, et al.
1997
Gen hspl18 18kDal | moco nasal
(codificala | Convencional NR y18kDa y linfa de 61 0 Cardona y
proteina 2 oreja Beltran, 2004
18kDa)
Cardona—
Gen hspl8 18kDal ggfrtg?{_
(codificala | Convencional 289 pb y18kDa | moco nasal 402 convivientes 31%de 71 Alzante
proteina 2 Manri y
18kDa) anrinque —
Hernandez,
2008
Gen Gro El Ext 548 ExtL1- contactos convivientes y no
Codifica el Anidada L2 moco nasal 890 personas :
éntigeno de Int 347 Int: L3 - P contactos 26,6 Izumi, (1999)
65 KDa L4
Gen S62 y moco .-
Co’dmca el Convencional nasal 43 contactos (1_2 familiares y 4.6% Torres et al.,
antigeno de 531pb S63 31 ocupacionales) 2003
36 kDa
ional S62y | Cai tal
Pra: Convenciona 531 pb 513 moco nasa 2552 Personas 1,6 airns et al.,
' 2004
Ext. Personas con anticuerpos anti Prakoeswa
Rle Anidada Externo 120 | Lpl-Lp2 Sangre PGL-1-+ P 20,7 AQuShi and,
P Interno 99 Int: gus
Lp3-Lp4 Izumi, 2007
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5. METODOLOGIA

5.1 TIPO DE ESTUDIO

Este estudio es de tipo descriptivo, de corte transversal, llevado a cabo en los municipios
con alta endemicidad de la enfermedad de Hansen en el Departamento del Cauca entre
los afios 2001-2007.

5.2 POBLACION DE ESTUDIO

Se citaron a todos los convivientes de pacientes con diagnostico de Hansen registrados
en la Secretaria Departamental de Salud del Cauca entre los afios 2001-2007,
provenientes de los municipios del departamento del Cauca con alta endemicidad (1>10
000 habitantes (Figura 10), en total se incluyé una muestra (n) de 111 convivientes
procedentes de: Puerto Tejada, EI Tambo, Villa Rica, Mercaderes, Bolivar, Padilla y

Sucre, adicionalmente se incluyé Santander de Quilichao y Popayan.

T
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NO. |MUNICIPIO s \/«\J dadh
T[PT0. TEIADA
2|PATRLLA

3|CaLoTO
4| SANTANDER
5| MORALES
6| POPAYAN
T
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ROSAS
9|LA SIERRA
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11|PATIA
a2|sucke
13| BOLVAR
14| MERCADERES

Figura 10. Municipios con casos de lepra en el Departamento del Cauca.
Fuente: Datos DDSC, 2006.
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5.3 DEFINICION DE LA POBLACION

Se tuvo en cuenta las siguientes definiciones:

Caso indice. Persona con diagndstico de Hansen entre los afios 2001-2007,
notificado en la Secretaria Departamental del Cauca (DDSC). Los casos indices se

clasificaron teniendo en cuenta las siguientes definiciones:

- Tratado asintomético. Persona que ha terminado tratamiento para
Hansen y el examen clinico al momento de ingresar al estudio no presenta signos,

ni sintomas de la enfermedad.

- Paciente en tratamiento. Persona que esta recibiendo terapia multidroga

PB o MB para Hansen al momento de ingresar al estudio.

- Paciente en recaida. Persona que ha tomado tratamiento para Hansen
pero en el examen clinico presenta reaparicion sintomas de esta enfermedad

ademas el examen histopatolégico es positivo para BAAR.

e Conviviente. Es toda persona que vive o ha vivido en el hogar del caso indice, al
menos un mes antes de iniciar el tratamiento para la enfermedad de Hansen. Este

grupo se definio asi:

- Conviviente asintomatico. Persona que en el examen clinico al momento
de ingresar al estudio no presenta sintomas o signos de la enfermedad de

Hansen.

- Conviviente sospechoso. Persona que en el examen clinico al momento de
ingresar al estudio presenta algunos de los siguientes signos: manchas, placas
eritematosas de limites nitidos, infiltradas con el centro deprimido o con bordes
difusos, con alteracion de la sensibilidad térmica, algica o tactil (con o sin la
disminucion de la sudoracién y el pelo), nédulos uno o varios, troncos nerviosos
engrosados o dolorosos espontdneamente o a la palpacion, alopecia de la cola de

las cejas y/o engrosamiento del pabellén auricular.
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- Conviviente enfermo. Persona con diagnostico de Hansen después del caso

indice.

- Conviviente con antecedente de enfermedad. Persona con diagndstico de

Hansen antes del caso indice.

5.4 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

El presente estudio tuvo en cuenta los siguientes criterios:

5.4.1 Criterios de Inclusién. Convivientes de casos indices con diagndstico de lepra
dentro de los Ultimos 6 afios y que convive en la misma casa por lo menos un mes antes
del diagnéstico del caso indice, ademas que acepten los parametros de consentimiento

informado.

5.4.2 Criterios de Exclusién. Persona que no aceptaron participar en el estudio.

5.5 PROCEDIMIENTOS

5.5.1 Consideraciones éticas. Este estudio se tuvo en cuenta las consideraciones
éticas de la Declaracion de Helsinki y la Resolucion No.008430 del Ministerio de Salud de
Colombia. Todos los participantes fueron voluntarios, se les informé de los objetivos del
estudio y los procedimientos (examen clinico, la toma de muestra y su proceso) se
realizaron con la previa la aprobacion del consentimiento informado de los adultos

participantes y a los nifios con la aprobacion de un adulto responsable(Anexo A).

5.5.2 Recursos humanos. Personal médico y enfermera, realizaron el examen clinico
(busqueda manchas en la piel y evaluacién) y toma de las muestras segun las guias de

manejo de la lepra (Ministerio de Proteccidn social, 2008).

5.5.3 Recoleccion de datos y obtencién de muestras clinicas. A los casos indices y
conviviente se le realiz6 una visita domiciliaria. Se les registr6 los datos personales,
epidemiolégicos, clinicos de los formatos correspondientes (anexo B y C) y se clasificaron

segun parametros anteriormente mencionados. A los pacientes y convivientes
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asintomaticos se les tom6 muestras de moco nasal, orina y algunos linfa del I6bulos de las
orejas; en los pacientes con sospecha de recaida y convivientes sintomaticos se les tomé
las anteriores muestras y adicionalmente de linfa de la lesion y/o biopsia del area afectada
(alteracion de la sensibilidad térmica, algica o tactil), con el fin de clasificar clinicamente

los casos indices y determinar posibles focos de transmision.

A los pacientes y convivientes se les realiz6 toma de muestras para la baciloscopia en un
portaobjetos limpio con cinco circulos pequefios hechos con lapiz de cera y codificado
para posterior tincién y lectura (Figura 11), extraccion de ADN y PCR rlep anidada. Los

procedimientos se describen a continuacion:

e Moco nasal. Se frotd6 varias veces cada fosa nasal con un hisopo estéril
humedecido en solucién salina, en un portaobjetos limpio, se realizé un frotis de 5mm
de didmetro en dos de los circulos; con otro hisopo estéril se hiz6 el mismo
procedimiento y se coloc6 en tubo eppendorf nuevo y estéril que contenia 500 uL de
alcohol al 75% (preparado con agua tratado con Dnasa) y previamente codificado
(Figura 12a).

o Liquido intersticial o linfa (I6bulos de la oreja y/o lesidn). Se desinfecto el area
(oreja o lesién de piel) con alcohol antiséptico, se presioné empleando una pinza tipo
kelly, mosquito o con los dedos indice y pulgar, se punz6 con una lanceta desechable y
se extendié directamente sobre la placa realizando un frotis de 5mm diametro. Para la
extraccion de ADN, la linfa se tom6 con un palillo nuevo estéril y se colocd en un tubo

eppendorf nuevo y estéril con 500 uL de alcohol al 75%(Figura 12 b,c,d)

Figura 11. Lamina para baciloscopia (1) y (2) moco fosa nasal izquierda y derecha (3) y(4) Linfa
de oreja izquierda y derecha (5)lesion.
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Figura 12. Procedimientos toma de muestras. (a) Moco nasal; (b) Linfa de lesion;(c) y (d) Linfa del
I6bulo de las orejas

e Biopsia de piel. Se realiz6 en condiciones asépticas, en seguida se aplico
anestesia local subcutanea; se retir6 un fragmento de 1cm de diametro
aproximadamente y se procedié a suturar. La muestra se dividi6 una parte para la

extraccion de ADN y otra en formol para la estudio histopatoldgico.

Las muestras linfa, moco nasal y biopsia, se condujeron en hielo hasta el laboratorio, se
centrifugaron por 8 a 12000 rpm y se dejaron secar a temperatura ambiente. A cada tubo
se le afiadié 400pul de solucién tampon Tris- EDTA 1X (TE-1X), se agitd fuertemente y la

suspension se dividié en dos viales conservados a -20°C hasta la extraccion de ADN.
e Orina. Se recolect6 preferiblemente en horas de la mafana, en un frasco nuevo,
se transportaron en hielo hasta el laboratorio. Se tomé 2 muestras de orina de 1500 pl

en tubos eppendorf, se centrifugo a 12000 rpm por 8". El sobrenadante se decanto y
el boton se resuspendié en alcohol al 75.

5.6 PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO.
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5.6.1 Baciloscopia. La tincion de Ziehl Neelsen fue realizada en el Laboratorio de
Inmunologia y Biologia Molecular de la Universidad del Cauca y sus resultados se

reportaron en IB (Ver Tabla 1).

5.6.2. Extraccion de ADN

A cada de la muestras recolectadas (moco nasal, linfa de oreja y/o lesion, biopsia frescas
o al sedimento de 1500 pl de orina) se realizé una desactivacion: colocando la muestra en
500 pl de etanol al 75%, se procedié a centrifugar a 12000 rpm por 6 minutos, luego se
decantaron y el boton se dejé secando a temperatura ambiente (minimo 2 horas), luego

se guardaron en el congelador de -20°C hasta la extraccion.

Para la extraccion de ADN se empled el método de digestion enzimatica estandarizado
por INS (Instituto Nacional de Salud) modificado por el Laboratorio de Inmunologia y
Biologia Molecular de la Universidad del Cauca. A cada muestra se le adicion6 400 pl de
Tris- Edta 1X (TE-1X), con el fin de resuspender el boton, se sometieron a ebullicion por
20 minutos e incubacion a 37° C con lisozima (10mg/mL). Se trat6 con proteinasa K (7 mg
/ mL) y SDS 10% a 65° C por 1 hora. Se agreg6é 100 pl de NaCl 5M seguidamente se
incubaron por 10 minutos a 65°C, se adicioné cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y por
inversion se mezclaron por 30y se centrifugaron 14.000 rpm por 15" a temperatura
ambiente, se separa el anillo proteico del ADN, transvasandolo a un nuevo tubo eppendorf
debidamente codificado, se adiciond etanol absoluto (100%) y se procedié a incubar en el
congelador de -70° C por 2 horas; se centrifugaron a 14000 rpm por 157, en seguida se
desechd el sobrenadante, se agregé 1mL de etanol al 70% y se centrifug6é por 15y se
repiti6 dos veces este paso centrifugando por 5°, posteriormente se dejaron secar a T°
ambiente. Las muestras de ADN se resuspendieron en TE 1X (50 pl para orina y
biopsias, 40 ul para linfa y 30 ul para muestras de moco nasal). Se incluyd control de
contaminacion de extraccion. ElI ADN se cuantific6 a 260 nm, con un espectrofometro

Gene Quan, utilizando diluciones de 1: 250.

Amplificacion de ADN. Se empleé un PCR anidado para la secuencia rlep, la primera
amplificacién se utilizaron los oligonucle6tidos externos LP1 y LP2 que amplifican el
fragmento de 129 pb entre los nucle6tidos 490-509 y 618-599, respectivamente (Tabla 2);

en la segunda amplificacién, se emplearon los oligonucle6tidos internos LP3 y LP4, entre
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los nucledtidos 505-522 y 603-586 de rlep respectivamente, que amplifican un fragmento
de 99 pb (Tabla 3) dentro del fragmento de 129pb. Después de probar el protocolo
estandarizado previamente por GININ, se realizo algunas modificaciones que optimizaron

su funcionamiento:

En la primera amplificacion: La mezcla de reaccion contenia un volumen final de 50 pL
constituida por: Buffer 10X, MgCl; a 25mM, Dntps 200mM cada uno, LP1y LP2 a 1uM, 2
Unidades (U) Taq polimerasa y agua ultrapure, cada mezcla de reaccién se cubrié con 35
UL de aceite mineral. Se agrega entre 0,5 - 2 ug de la muestra de ADN. En cada
procedimiento de amplificacion se incluyé un control negativo una muestra ADN de tejido
paciente con tuberculosis (M.tuberculosis) proporcionado por Laboratorio de Inmunologia
y enfermedades Infecciosas, como control positivo se incluyo del0 fg de ADN M. leprae y
2 a 3 controles de contaminacion de reactivos sin ADN. Las condiciones de amplificacién
fueron desnaturalizacién a 94°C x 5" y 45 ciclos que consiste en: desnaturalizacién a 94°
C x 1, la hibridizacién a 59°C x 1", extension a 72°C x 1", autoextension 5 seg/c mas una

extension final 72°C x 6'.

Enla segunda amplificacién: La mezcla de reaccion contenia un volumen final de 50 pL
constituida por: Buffer 10X, MgCl, a 25mM, Dntps a 200mM cada uno, LP3 y LP4 a
1uM,(Tabla 3), 2 Unidades (U) Taq polimerasa y agua ultrapura, cada mezcla de reaccion
se cubrié con 35 pL de aceite mineral. En cada procedimiento de amplificacion se
incluyeron 2 a 3 controles de contaminacion de reactivos sin ADN. El programa de
termociclado fue desnaturalizacion a 95°C X 57y 35 ciclos distribuido en: desnaturalizacién
a 94° C por un 17, la hibridizacion a 59°C x 1, la extension a 72 °C y la autoextensién 5

seg/C mas una extension final 72°C x 6”.

Tabla 3. Oligonucleétidos de la rlep

Nombre Regi6  Tamafo Oligonucleotidos
n
LP1 490 - 509 rlep 129 5 TGCATGTCATGGCCTTGAGG3’
LP2 618 - 599 rlep 5"CACCGATACCAGCGGCAGAA3
LP3 505 - 522 rlep 99 5" TGAGGTGTCGGCGTGGTC3’
LP4 603 - 586 rlep 5'CAGAAATGGTGCAAGGGAY

Fuente: Donoghue, 2004.

5.6.5 Deteccion del producto amplificado. Se sometié a corriente eléctrica en gel de

agarosa al 2.7% en, coloreado con bromuro de etidio al 2.3 pg/mL; en cuanto a las
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condiciones electroforéticas empled el buffer TBE 1X (Tris-Borato-EDTA), con
Condiciones de corrida 110V, 400 mA 'y 80w, como fragmento de comparacion se utilizé el
marcador de peso molecular (Ladder 123 pb); fue visualizado y retratado bajo luz

ultravioleta.

5.6.6 Deteccién de Inhibicion. Para descartar la presencia de inhibidores las muestras
negativas se amplificaron para el gen de betaglobina con primers Bg1l (5
ACACAAACTGTCTTCACTAGC 3’) y Bg2 (5 CAACTTCATCCACGTTCACC 3’) que
amplifica un fragmento de 123 pb. La mezcla para PCR en un volumen final de 50ul
contiene: Buffer para PCR 1X, MgCl,a 2,5 mM, Dntps a 200 uM, Bgl y Bg2 a 50ng/ul,
formamida al 0.01 %, Taq DNA polimerasa 1U. El programa de termociclado fue:
denaturalizacion a 94° C x 4‘ y 45 ciclos de desnaturalizacion a 94°C x 1’, hibridacion a
57° C x 2’ y extension a 72° C x 1:30’ con autoextension de 5” en cada ciclo y una
extensién final a 72°C x 7. La deteccion del fragmento de 123 pb se realizé por
electroforesis en gel de agarosa al 3 % en TBE 1X, tefiido con Bromuro de Etidio 2.3
pug/mL; el fragmento se compard con marcador de peso molecular (Ladder 123 pb).
Condiciones de corrida 110V, 400 mA y 80w.

5.7. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos se registraron en una base de datos de Excel ® fueron analizados
mediante un software estadistico SPSS versién 11.5. Los datos se analizaron para
determinar la frecuencia de presentacion de cada variable y su distribucion. En las
variables continuas se obtuvo, mediana, desviacion estandar (ds), promedios y rangos.
La asociacion estadistica entre la variable resultado y las explicativas se evalu6 mediante
tablas de 2x2. La significancia estadistica de las tablas de contingencia se determiné
mediante la prueba de Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher en caso necesario.
Para las variables numéricas se empled la prueba T Student o U de Mann-whitney Se

considerd significativa una probabilidad menor de 0,05 (p< 0,05).(Figura 13)
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Bases de datos en la secretaria Departamental de Salud entre los anos 2001-
2007 (Pacientes y convivientes )
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Figura 13. Diagrama de Flujo de la metodologia usada
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6. RESULTADOS

En el presente estudio se incluyeron 111 convivientes de 38 pacientes con Hansen
diagnésticados de modo clinico, microbiolégico y/ o histopatolégico e inscritos en el
programa de control de la lepra de la Secretaria Departamental del Cauca entre los afios
2001 — 2007. El periodo de ingreso de los convivientes fue entre dos lapsos de tiempo
2005-2006 y 2007-2008, provenientes de los municipios de Puerto Tejada, El Tambo, Villa

Rica, Mercaderes, Bolivar, Padilla, Sucre, Santander de Quilichao y Popayan. (Tabla 4).

Tabla 4. Municipios de procedencia de casos indices y convivientes

Municipio Casos Indices Convivientes

n. | % n. %
Puerto Tejada 14 36,8 40 36,0
Padilla 4 10,5 17 15,3
Santander 2 53 2 1,8
Villa Rica 1 2,6 1 0,9
Bolivar 3 7,9 9 8,1
Sucre 4 10,5 13 11,8

Mercaderes 3 7,9 10 9

Popayan 4 10,5 10 9
El Tambo 3 7,9 9 8,1
Total 38 100 111 100

El municipio con mayor porcentaje de pacientes y convivientes fue Puerto Tejada con 36,
8% y 36 %, respectivamente, seguido por Padilla con 10, 5 % casos indices y 15, 3%
convivientes, el municipio con menor cantidad es Villa Rica con un caso 2,6% y un
conviviente, es importante resaltar que en Popayan se incluyeron 3 casos provenientes

de otras zonas que residen actualmente en esta localidad.

6.1 CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS DE CASOS INDICES Y
CONVIVIENTES

Los datos sociodemogréaficos se encuentran relacionados en la tabla 4. En los 37 de 38
casos indices con edad conocida, la media de edad fue de 48 afios (ds +20,5) con rango
entre 6 y 87 afios, se encontraron 3 casos menores a 15 afios que corresponden 8.1%. El
65,8 % de los casos pertenecian al género del masculino, en el grupo de pacientes la

razon de hombre a mujer fue (1:2). El 52,6% viven en zonas categorizadas como urbana
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Tabla 5. Caracteristicas sociodemograficas de casos indices y convivientes

Caracteristica Casos indices  Convivientes
n % n %
Edad (Afos)
1-4 0 0 11 9,9
5-14 3 8,1 33 29,7
15-44 13 35,1 40 36,0
45-64 14 37,8 17 15,3
>65 7 19 10 9,0
Promedios (afios) +ds 48 +20.5 27,5219
Rango (afios) (6-87) (1-86)
Género
Masculino 25 65,8 48 43,2
Femenino 13 34,2 63 56,8
Procedencia
Urbana 20 52,6 53 47,7
Rural 18 47 .4 58 52,3

La edad de los convivientes fluctué entre 1 a 86 afos, con una media de 27,5 afios (ds
+21,9), el grupo de edad con mas numero de personas fue los menores al5 afios con 44
equivalentes a 39,6%, en menor proporcion se encuentran los mayores de 65 afios, la
mayor parte de los convivientes estan representados por el género femenino con 56,8% y

en su mayoria son provenientes de la zona rural con 52,3% (Tabla 5).

Contributivo = Subsidiado  Vinculado
19

12
35%

7 /
21% 157

/ -

0

#Hinguna 8,1%) 1 Trabajo en hogar (24, 3%)
Empleadofpensionado(5,4%) Independiente (51 4%)

n=34 # olras (Estudiantes o profesionales 10.8%)

Figura 14. Seguridad social de casos indice  Figura 15. Ocupaciones de los casos indices

Con relacién a la seguridad social, 44% de los casos indices estaban afiliados al régimen
de seguridad social subsidiado (Figura 14); se ocupan en su mayoria 51,4% en

actividades independientes principalmente la agricultura (Figura 15).
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Contributivo = Subsidiado ~ Vinculado

wi / 29

26%(24) 0t
41%(38)

i

107

33%(30)

o £

ullinguna (9,9%) Trabajo en hogar (25,2%)
Empleado/pensionado (22,5%) Independiente (7,2%)

Otras (Estudiante/profesional )(35,1%)

Figura 16. Afiliacion ala seguridad social en Figura 17. Ocupaciones de los convivientes.
convivientes.

El mayoria de los convivientes 41% pertenecian el régimen vinculado o no afiliado (Figura
16); el 35,1 % son estudiantes o profesionales y se destaca los trabajos en el hogar con
25,2% (Figural?).

6.2 VARIABLES CLINICAS DE LOS CASOS INDICES

Tabla 6. Variables clinicas de los casos indices.

Variable n %
Tipo de lepra (OMS)
PB 13 35
MB 24 65
Antecedente BCG 20 53
Estado del Paciente
Tratado asintomatico 21 58,3
En tratamiento 14 38,9
Recaida 1 2,8
Duracioén del tratamiento
Mas de 3 meses 1 2.8
Menos de 3 meses 13 36,2
Finalizado 22 61,1
Secuelas 24 66,6

La tabla 6, muestra las variables clinicas registradas de los casos indices, se encontrd
gue el 53% tenian aplicada vacuna de BCG (Bacilo de Calmette-Guérin), segln la historia

clinica 65% habia sido clasificados MB y 35% fueron catalogados como PB
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Al realizar el examen clinico a los casos indices en el momento de ingresar al estudio, el
mayor porcentaje 58,3% eran tratados asintomaticos, 14(38,9%) estaban en tratamiento y
1 (2,8%) fue sospechoso de recaida con tratamiento finalizado (Tabla 5) y se encontro
que 66,6% presentaban secuelas de la enfermedad; el 16,2% de los pacientes tenian
compromiso ocular en una menor proporcion visceral y mucoso, 19 (52,9%) tenian
afectado el sistema nervioso periférico, principalmente los nervios de miembros inferiores

(ciatico popliteo externo y tibial posterior) (Figura 18).

60
50 +
40

30

52,9%
f 33,3%000)
0] gliii o 16@ 11,1%iii
O 2

compromiso  compromiso compromiso  Compromiso compromiso  Compromiso
visceral mucoso ocular nervios nervios nervios
craneales superiores inferiores

[y

Figura 18 Compromiso de los drganos y nervios del sistema nervioso periférico en casos
indices

6.3 VARIABLES CLINICAS EN CONVIVIENTES

Tabla 7. Variables clinicas de los convivientes

Variable n %
Estado del conviviente
Asintomatico 100 90,1
Sospechosos 8 7,2
Enfermo 1 0,9
Con antecedentes de enfermedad 2 1,8
Antecedente de vacunacién BCG* 84 81,6

* 8 individuos sin dato

La clasificacion de los convivientes se realizé a partir del examen y de su historial clinico,
se encontr6 que 18,4% no tenian aplicada BCG, 90,1% fueron considerados
asintomaticos, 1,8 % y 0,9% fueron diagnosticados antes y después del caso indice
respectivamente y 7,2% mostraron sintomas y signos sospechosos de la enfermedad: 4
con manchas hipocrémicas sin alteracion de la sensibilidad,1 solo con lesion con bordes

elevados, 1 con lesidn con bordes elevados sin alteracién de la sensibilidad, atrofia y

74



parestesia en manos y pies, 1 con parestesia e hipoestesia en extremidades,1 con

hipoestesia en el nervio popliteo lateral externo (Tabla 7).

6.4 VARIABLES DE CONVIVENCIA

Tabla 8. Variables de convivencia

Variable media Rango
Convivientes por caso indice 3 1-7
Tiempo de convivencia 194 i
(meses)* (16afios) 1-780
Tiempo del diagnostico a la 275 4.4-84
toma de muestra (meses)

Variable n %
Tipo de caso indice*

MB 39 35,5
PB 71 64,5
Comparte habitacion** 47 43,1

*1datos desconocidos, **2 datos desconocidos

El promedio de los conviviente por caso indice fue de 3 personas (1 a 7), El tiempo de
convivencia de los convivientes con el casos indice oscilé entre 1 mes a 780 meses, con
una media de 194 equivalentes a 16 afos, 64,5% de los convivientes cohabitan con

pacientes MB y 43,1% comparten la habitacién con los casos indices (Tabla 8).

Tabla 9. Relaciéon de parentesco de los convivientes con el caso indice

Forma de Relacion de n %
parentesco parentesco
consanguineo hijo(a) 42 37,8
Padre o madre 12 10,8
Hermano (s) 9 8,1
nieto (a) 13 11,7
sobrino 8 7,2
Conyugue 21 18,9
politico Hijastro (a) 2 1,8
Padrastro 1 0,9
Cufnado (a) 2 1,8
Nuera/yerno 1 0,9
Total 111 100

Teniendo en cuenta las relaciones de parentesco de los convivientes con el casos indice,
se encontré que hijo es el parentesco mas frecuente 37, 8%, seguido por conyugue con
19, 8 % y nieto con 11,7 % (Tabla 9).
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6.5 DETECCION DE DE M.leprae MEDIANTE BACILOSCOPIA E HISTOPATOLOGIA
EN CASOS INDICES Y CONVIVIENTES

La tinciébn de BAAR fue negativa con indice bacilar igual a 0 en todas las muestras de
casos indices y convivientes, obteniendo una frecuencia de detecciéon de infeccion igual a
cero. La biopsia tomada en 1 caso indice con sospecha de recaida, mostro caracteristicas
de la lepra de tipo lepromatoso y se observaron abundantes BAAR. Las biopsias
analizadas de 3 convivientes con sospecha de Hansen no mostraron lesiones de la

enfermedad ni se observaron BAAR.

6.6 DETECCION DE ADN DE M.leprae MEDIANTE PCR-rlep ANIDADA

Este PCR rlep anidada detecta una banda de 99 pb dentro de una 129 pb. El control
positivo de 10 fg ADN de M.leprae amplificd en todos los experimentos, los controles
negativos y de contaminacion (Mycobacterium tuberculosis y agua ultrapura) no

mostraron amplificaciéon (Figura 17), lo que asegura que no hubo contaminacion.

1 2 3456789 101112 13141516

-
-
-

99nb

Figura 17. Electroforesis en agarosa del producto de la PCR anidada (fragmento de la rlep )
de tamafio de 99 pb . Lineas: 1,2,8, 9, 14,15 controles de reactivos, Line 4 —muestra de linfa, Linea
6- Muestra de moco nasal, lineal0-muestra de orina, lineal2_10 fg ADN M. leprae, linea 13_ ADN
de tejido de paciente TB y linea 16_marcador de peso molecular (Ladder) 123-pb

6.7 PCR rlep ANIDADA EN CASOS INDICES

Se procesaron 73 muestras de 38 pacientes, se encontraron 2 mocos, 1 orina inhibidas
(4,1%) y otra muestra de orina con muy baja obtencion de ADN. Entre las restantes,
moco nasal (33), orina (34), linfa de oreja (1) y biopsia de piel (1) fueron PCR positivo 11
(16%) muestras, 4(12,1%) en moco nasal y 6 (17,6%) en orina (Tabla 10).
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Tabla 10. Resultados de la PCR en diferentes muestras de los casos indices

Tipo de muestra

Moco

Orina

Linfas(oreja y lesién)
biopsia de piel

Total

PCR+ PCR- Total
n(%) n(%) n
4(12,1) 29(87,9) 33
6(17,6) 28(82,4) 34
0(0) 1(100) 1
1(100) 0(0) 1
11(16) 58(84) 69

Tabla 11. Resultados de la PCR en los casos indices

Resultado n %
PCR + en al menos una muestra 11 30,6
PCR + en 2 muestras 1 2,7
PCR - en todas las muestras 25 69,4

Se encontraron 11 casos indices con PCR positivo en al menos una muestra (Tablall)

equivalentes al 30,6% y un paciente (2,7%) tuvo 2 muestras positivas.

Tabla 12. Relacién del resultado de la PCR en casos indices con el tipo de enfermedad y el

estado clinico al momento de inclusién en el estudio.

. PCR -
Variable n (%)
Tipo de caso indice
PB 9 (25,0)
MB 16(44,4)

Estado clinico del caso indice

Tratado y asintomatico 15(41,7)
En tratamiento 10(27,8)
Recaida 0(0)

PCR +en alguna
muestra
n (%)

4(11,1)
7(19,4)

6(16,7)
4(11,1)
1(2,8)

Total
n

13
23

21
14
1

Valor P

0,9832

0,311°

a: Prueba de Fisher exacta ;b Prueba de X2; PB: Paucibacilar; MB: Multibacilar

La positividad de la PCR en los casos MB fue mayor 19,4% y similar en los pacientes ya

y asintomaticos (16,7 %) ademas se detectd el ADN de M.leprae en el caso con recaida

(Tabla 12).

6.8. PCR rlep ANIDADA EN CONVIVIENTES

Se procesaron 271 muestras entre moco nasal (111), linfa oreja (38), linfa lesion (10),

orina (109) y biopsia de piel lesionada (3), se encontraron inhibidas 22(8,1%): 5 de moco

nasal, 10 de orina, 7 de linfa, las cuales se excluyen del andlisis.

De las restantes

muestras (249), el 18%(45) fueron PCR positivo; el tipo de muestra con mayor porcentaje
de positividad es la orina con 23,2%(23), seguida por el moco 12,3%(13) (Tabla 13).
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Tabla 13. Resultados de la PCR en diferentes muestras de los convivientes

. PCR+ PCR-
Tipo de muestra n (%) n (%) Total
Moco 13(12,3) 93(87,7) 106
Orina 23(23,2) 76(76,8) 99

Linfa de Oreja 5(15,2) 28(84,8) 33
Linfa de lesion 3(37,5) 5(62,5) 8
biopsia 1(25,0) 2(75,00 3
Total n (%) 45(18,0) 204(82) 249

Tabla 14. Resultados de la PCR en los convivientes

Resultado de la PCR n %
Conviviente PCR + en al menos un muestra 39 35,1
Conviviente PCR+ en 1 muestra 34 30,6
Conviviente PCR+ en 2 muestras 4 3,6
Conviviente PCR +en 3 muestras 1 0,9

Las 45 muestras son de 39 convivientes diferentes equivalentes a 35,1%, en donde 4
tienen 2 muestras positivas (moco nasal y orina; 1 en linfa y orina), un convivientes tuvo

tres muestras positivas (Tabla 14).

6.9 ASOCIACION DE LA POSITIVIDAD DE LA PCR rlep ANIDADA EN CONVIVIENTES
CON VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS, CLINICAS Y DE CONVIVENCIA CON EL
CASO INDIC

Para el andlisis de la asociacion de la PCR y variables definidas se tuvo en cuenta los
convivientes positivos en al menos una muestra.

Tabla 15. Distribucion de la positividad de la PCR segin los municipios

PCR +en al
L menos una
Municipio PCR- -
n (%)
Puerto Tejada 27(24,3) 13(11,7)
Padilla 10(9,0) 7(6,3)
Santander 2(1,8) 0(0)
Villa Rica 1(0) 0(0)
Bolivar 8(7,2) 2(1,8)
Sucre 9(8,1) 4(3,6)
Mercaderes 4(3,6) 5(4,5)
Popayan 4(3,6) 2(1,8)
El Tambo 7(6,3) 5(4,5)
Total n (%) 72(64,9) 39(35,1)
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Los municipios que presentaron mayor porcentaje de positividad fueron Puerto Tejada

11,7, Padilla 6,3%, Mercaderes y El tambo con igual porcentaje 4,5%(Tabla 15).

Tabla 16. Distribucion de la positividad de la PCR segun el rango de edad

PCR + en al
PCR- menos una
Edad n(%) muestra Valor p
n (%)
0-4 9(12,5) 2(5,0)
5-14 21(29,2) 12(30,8)
15-44 29(40,3) 11(28,2) 0.06*
45-64 6(8,3) 11(28,2)
Mayores de 65 afios 7(9,7) 3(7,7)

* Prueba de X?

De 39 convivientes PCR positivo en al menos una muestra, 35, 8% fueron menores de 15
afos y 31, 8% de los convivientes menores de 15 afios tenian PCR positivo en al menos
una muestra (Tabla 16).

No hubo diferencia estadisticamente significativa entre la positividad de la PCR en los
convivientes el tiempo de duracion del tratamiento del caso indice, aunque esta fue mayor
en los casos PB (43,6%) y en los que presentaron un tratamiento menor a 3 meses y en

los que finalizaron tratamiento 60,0% y 40,0%, respectivamente (Tabla 17).

Tabla 17. Distribucion de variables clinicas y de duracién del tratamiento de casos indices
asociada segun los resultados de la PCR en convivientes

PCR + en al
, PCR- menos una
VEeElle n(%) muestra Valor p
n (%)
Tipo de caso indice
PB 22(56,4) 17(43,6) .
MB 49(60,0) 22(31,0) '
Duracion del tratamiento de caso indice
Menos de 3 meses 2(40,0) 3(60,0)
Mas de 3 meses 29(78,4) 8(21,6) 0, 0812
Tratamiento finalizado 39(60,0) 26(40,0)

a Prueba de la X?

Tabla 18. Distribucion de variables sociodemograficas y clinicas entre convivientes segun
resultado de la PCR
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PCR+ en al
Caracteristicas de PCR- menos una Vv
. alor p
convivientes n (%) muestra
n (%)
Género
Masculino 27 (56,3) 21(43,8) 0.0728
Femenino 45(71,4) 18(28,6) '
Procedencia
Urbana 36(67,9) 17(32,1) 0,328
Rural 36(62,1) 22(37,9) :
Antecedentes de vacunacion
Aplicada 59(65,5) 28(34,5) 0.2152
No aplicada 10(52,6) 9(47,4) '
Estado clinico del conviviente
Asintomatico 66 (66,0) 34(34,0)
Sospechoso 5(62,5) 3(37,5) 0,500°
Enfermo 1(33,3) 2(66,7)
Tipo de parentesco
Consanguineo 1°y 2° 41 (61,1) 22(34,9)
Otros consanguineo 3°4 14(66,7) 7(33,3) 0,964°
Politico 17(63,3) 10(37,0)
Relacién de parentesco
Conyugue 13(59,1) 9(40,9) 06192
No conyugue 59(66,3) 30(33,7) '
Nieto 7(53,8) 6(46,2) A
No nieto 65(66,3) 33(33,7) '
Nieto y conyugue 20(57,1) 15(42,9) 01732
No nieto y no conyugue 52(68,4) 24(31,6) '
Comparte habitacion**
No 44(71,0) 18(29,0) 0.213
Si 28(59,6) 19(40,4) '

a: Prueba exacta de Fisher; b: prueba de la X?* 1conviviente sin dato; 2 convivientes sin dato
En la tabla 18, se muestran los andlisis realizados a los datos mediante la prueba X2, no

se encontrd diferencia significativa entre la positividad de la PCR y las variables
sociodemogréficas, las clinicas y de convivencia con el caso indice (todas las relaciones
fueron p >0,05),aunque llama la atencién el incremento de positividad de la PCR en el
género masculino (43,8%) versus (28,6%) en el femenino; los procedentes de las zonas
rurales (37,9%) versus (32,1%) los que viven en zonas urbanas; en los ausentes de BCG
(47,4%) versus los vacunados (34,5%); en la positividad en conyugue y nieto (42,6%) de
los casos indices a diferencia (31,6%) de otro parentesco(no conyugue no nieto) y los que
comparte la habitacion (40,4%) versus (29,0%) los que no la comparten.

Tabla 19. Distribucion de las variables continlas cuantitativas entre convivientes seguin
resultado de la PCR

PCR-
] media Desviacion
Variable PCR+ en X) tipica Valor P
alguna muestra
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Edad
(Anos)

39

72

25,2
31,7

21,8

22,4

0,163

Tiempo de
convivencia
(meses)*

38

70

187,0

206,1

175,5

153,8

0,2782

Tiempo del
dx toma de la
muestra en

71

26,6

18,6

19,5

0,540¢2

(meses) 39 29,1
Dx: Diagnostico; a: prueba no paramétrica de U de Mann Whitnney

Se encontr6 mayor positividad de la PCR a mayor promedio de edad, tiempo de
convivencia y tiempo transcurrido de la toma de la muestra al diagnéstico, pero el estudio
estadistico de estos datos mediante la prueba U Mann Whitnney establecié que la

diferencia no estadisticamente significativa (Tabla 19).

7. DISCUSION

En este estudio se mostré que la PCR es una herramienta (til para la deteccién de
pequefnas cantidades de ADN de M. leprae en diferentes muestras clinicas. El protocolo
implementado logré detectar hasta 1 fg de ADN de esta micobacteria en comparacion a la
baciloscopia que no detectdé M.lepreae en ninguno de los casos, demostrando su baja
sensibilidad que es 500 la veces menor que la PCR (Ramaprasad, et al, 1997). Ademas
la prueba fue negativa para ADN de tejido de pacientes con tuberculosis y otras
micobacterias mostrando que la metodologia anidada y el uso de la rlep incrementan la
sensibilidad y especificidad probablemente porque es una secuencia repetitiva y

especifica del genoma de M.leprae.
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Este estudio evidencié una alta frecuencia de positividad (35,1 %) de ADN de M. leprae
en los convivientes de pacientes con lepras provenientes de los municipios endémicos del
Departamento del Cauca. Esta positividad encontrada en convivientes es superior a las
reportada en diferentes estudios que ha variado entre el 2,4% a 31% (Klaster, et al.,
(1993), Guerrero, 2001; Cardona — Alzante y Manrinque -—Hernandez, 2008),
posiblemente debido a las caracteristicas del PCR usado, mencionadas anteriormente y
probablemente se deba al estudio de otros tipos de muestras diferentes al moco nasal,
como la linfa, la orina y la biopsia, ademas confirma una amplia exposiciéon a M.leprae en

esta poblacion.

Una importante contribucién de esta investigacion es la deteccion de ADN de M.leprae en
orina de los convivientes, que solo ha sido reportada en pacientes tratados y no tratados
en estudios Brasileros, como el de Parkash, et al., (2004). Esta muestra se encontré
frecuentemente positiva (23,2%), sugiriendo que podria ser Util para el seguimiento de
poblaciones con riesgo de enfermar, es méas facil de recolectar que el moco nasal y la
linfa; ademéas el ADN de M.leprae en orina puede representar infeccion y descartaria el
estado de portador transitorio nasal, ya que puede pensarse que cuando el ADN de
M.leprae es encontrado solo en las fosas nasales de un individuo asintomatico, por lo que
se requiere una vigilancia estrecha y a largo plazo de los convivientes, ya que la infeccion
es un factor de riesgo para desarrollar la enfermedad.

Por otra parte, en los casos indices que habian finalizado su tratamiento tuvieron PCR
positivo el 16% en al menos una muestra, similar a lo observado por Santos, et al., 2001,
quienes estudiaron 54 pacientes entre PB y MB que habian terminado tratamiento 6 o 4
aflos a atrds a la toma de las muestras, encontraron 18 casos PCR positivo,
mostrandonos que los pacientes del area endémica a pesar de haber culminado el
tratamiento, la bacteria puede permanecer circulando en el organismo sin dafio aparente

en el huésped o por reinfeccién.

El porcentaje de casos indices portadores de M.lepreae en la nariz fue 12,1% esto sugiere
que probablemente estos pacientes podrian secretar bacilos desde la nariz; estudios han
encontrado poblaciones en Indonesia de contactos a largo plazo como el Bakker et al,
2006, un riesgo 9,36 de desarrollar lepra en los convivientes con casos indices PCR
positivos, se requiere el estudio a largo plazo y en poblaciones mas grandes para

determinar el riesgo en nuestro medio.
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Otro aporte para tener en cuenta fue el porcentaje de 40% de PCR positivos en
convivientes de casos indices tratados similar a lo encontrado por Getrude et al, 1997;
esto implica que la vigilancia después de que el paciente ha dejado el tratamiento deberia

no solo enfocarse en el paciente sino también en los convivientes de estos casos.

En el presente estudio se presentd un porcentaje importante de convivientes PCR
positivos entre los menores a quince afios (31,8% de 44), que constituyen 35,8% del total
de PCR positivos en al menos una muestra, estos resultados causan preocupacion,
porque probablemente las personas de estas zonas esta adquiriendo M.leprae a muy
temprana edad y podrian desarrollar lepra tempranamente (Fine et al., 1997). Algunos
estudios han encontrado que la incidencia mas alta de lepra entre convivientes se

encuentra en menores de 15 (Jesudasan et al., 1984 y Vijayakumaran et al., 1998).

No se encontré relacion estadisticamente significativa entre el género, los antecedentes
de vacunacion con BCG vy la positividad de la PCR, no obstante esta fue mas
frecuentemente positiva en convivientes masculino, en los que no tenian cicatriz de la
BCG; también hubo mayor porcentaje (37,9%) de los convivientes con DNA de M.leprae
posiblemente se deba que esta micobacteria es apta para sobrevivir en condiciones de
vivienda subdptimas (Cree, 1998).

Aungue no hubo diferencia significativa con relacion al estado clinico de los convivientes,
la PCR fue mas frecuentemente positiva en los enfermos y con sospecha que en los
asintométicos, lo cual sugiere que la PCR podria ser util para detectar la enfermedad,

pero necesita ser evaluada con un tamafio de muestras mas grande.

Otro resultados para tener en cuenta es la mayor positividad de la PCR en los conyugues
y nietos del caso indice (42,9%) que en el resto de los convivientes, aunque no llego a ser
significativa (p= 0,173), estos fue similar a otros reportes en convivientes y poblaciones
endémicas de lepra, de tener en cuenta el estudio de Guerrero |, et al, 2002, quienes
reportaron frecuentemente PCR positivo solo a los conyugues de casos indices, también
se obtuvo mayor positividad en los convivientes que comparte la habitacién (40,4%) con el
caso indice, una explicacion alternativa de estos resultados es el contacto mas cercano y

prolongado con el paciente y la escasa ventilacion de los hogares(Cairns, et al 2004).
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A pesar de que no existe diferencia significativa entre la positividad de la PCR, la medias
de la edad de los convivientes, del tiempo de convivencia y la tiempo transcurrido del
diagnéstico del caso indice a la toma de las muestras, la frecuencia de los convivientes
PCR positivo fue mayor todas las variables, significando que probablemente existe mayor

riesgo de infeccion a M.leprae.

Finalmente, la deteccién de M.leprae tempranamente mediante baciloscopia presenta
limitaciones. La PCR anidada amplificando la secuencia repetitiva rlep aplicada en
nuestro estudio es efectiva para la deteccion de ADN de M.leprae en diferentes muestras
clinicas, se logro identificar la presencia el bacilo en 35,1% de los convivientes,
constituyéndose en una evidencia de la infeccibn con esta convivientes a esta
micobacteria, aunque es imprescindible desarrollar estudios a poblaciones mas grades, a
otros tipos de contactos y a largo plazo para determinar el significado de la PCR rlep
anidada positiva, Ademas esta prueba podria tener un valor diagnéstico especialmente

en casos PB.

También hace un llamado al sistema de salud de la importancia de las intervenciones en
los convivientes como la realizacion periédica del examen clinico, la vacunacion BCG ya

que se tuvo evidencias de infeccién por M.leprae mediante la PCR rlep anidada.

Ademéas PCR rlep anidada podria identificar el grupo de personas con alto riesgo de
desarrollar lepra y realizar intervenciones tales como la quimioprofilaxis, aunque necesita

ser evaluadas.
Estos aportes se pueden considerar como un paso para conocer la transmisién y una

contribucién a la OMS de mantener la tasa de eliminacién a nivel global y lograr eliminar

la lepra en las zonas endémicas.
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8. CONCLUSION

La PCR anidada rlep permite la identificacion de M.leprae que no es detectable mediante
los métodos convencionales (baciloscopia e histopatologia), mostrando que puede ser
tener implicaciones importantes en la epidemiologia y de control de la enfermedad de

Hansen

Existe una alta proporcién de convivientes con ADN de M.leprae. Los nifios constituyen la
tercera parte de la poblacién PCR positivo y tercera parte de la poblacién infectada, lo
cual justifica el seguimiento a esta poblacién y la necesidad de estudios con un tamafio de
poblacion mas grande y a lo largo plazo para clarificar el significado de la presencia de
ADN de M.leprae PCR en convivientes asintomaticos como en los sospechosos, ademas

incluir otros tipos de contactos.
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ANEXOS

Anexo A. Consentimiento Informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO
UNIVERSIDAD DEL CAUCA - FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD DEPARTAMENTO DE
MEDICINA INTERNA - “GRUPO DE INVESTIGACION EN INMUNOLOGIA Y ENFERMEDADES
INFECCIOSAS”
Usted es invitado (a) a participar en un estudio llevado a cabo por los investigadores del laboratorio
de Investigaciones Inmunolégicas y Enfermedades Infecciosas de la Universidad del Cauca., el
cual tiene como objetivos principales implementar la técnica INS PCR para identificar el bacilo de la
Enfermedad de Hansen y determinar la prevalencia de la bacteria en los contactos de pacientes
diagnosticados con lepra en los municipios de alta prevalencia del Cauca.
Si usted acepta ser incluido en el estudio se le diligenciard el anexo con los datos clinicos y
epidemioldgicos, y se le solicitara una muestra de orina, moco nasal y sangre en el caso de que
usted no tenga sintomas. En el caso contrario, es decir, si se le encuentra sintomas de la
enfermedad se le incluird en el programa para el control de la lepra, con el fin de confirmar la
enfermedad y entonces se procedera a tomarle las muestras anteriormente mencionadas y el resto
indicadas en las normas establecidas previamente para atencién medica suya como si no estuviera
en el proyecto de investigacion. Las muestras seran tomadas por el Médico y seran transportadas
al laboratorio y procesadas para Baciloscopia y PCR. Su nombre sera codificado para que se
mantengan su derecho fundamental a la confidencialidad y a la intimidad de manera que no
permita acciones discriminatorias de ninguna indole.
Los exdmenes de PCR son gratis como aporte de investigacion y los resultados confidenciales con
el propdsito de los objetivos

El estudio no involucra riesgos y sus ventajas son muchas, debido a que usted se le asesorara
acerca de la enfermedad y se establecera si esta enfermo. Por medio de examenes de laboratorio
se confirmara su estado, para que por medio del Plan Bésico de Atencién, Municipal o
Departamental que esta encargado de la blusqueda de casos sospechosos, a través del control de
convivientes, se canalice a su respectivo organismo de salud de acuerdo a su afiliacién al sistema
de seguridad social en salud y con el diagnostico confirmado para realizar el tratamiento y
rehabilitacion en el caso que se requiera.

Derecho a retirarse: Si usted decide entrar y luego retirarse del estudio puede hacerlo sin ninguna
explicacion y no recibira ninguna actitud discriminatoria para cualquier requerimiento de atencion
en salud establecida para los pacientes en el Sistema Nacional de Salud ni de ninguna indole,
durante o después del proyecto con todas la garantias de tratamiento establecidas para esta
enfermedad

Si usted firma este consentimiento esta reconociendo que tiene toda la informacién relacionada
con el estudio y se han respondido todas las preguntas referentes en su participacion. Ademas
puede solicitar més informacion durante el curso de la investigacion

Yo reconozco que mi participacion es voluntario y que soy libre de participar. Certifico que los
investigadores han respondido claramente a todas las preguntas.

Firma del paciente Firma del Medico
c.c c.c
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Anexo B. Formato historia clinica de caso indice

CASO INDICE
Cddigo: L Fecha (d/m/a)
Nombre y Apellido:
Fecha de nacimiento:(d/m/a) Lugar de Nacimiento
Sexo: M F Teléfono:
Lugar de Residencia Municipio: Vereda
Corregimiento:
No. Historia Clinica: EPS: ARS
Ocupacion:
ZonaUrbana _ Rural
Antecedentes epidemiol6gicos:
Convivientes:
Nombre Completo Parentesco Fecha de Nacimiento d/m/a | Meses de convivencia

Fecha del Diagnostico: d/m/a

indice Bacilar al diagndstico: MP__ PB__ Biopsia al Diagnostico:

Tratamiento Regular: si__no__ Fecha de inicio del tratamiento: d/m/a

Fecha de terminacién del tratamiento: d/m/a
Aplicacién de la BCG: Dudoso Confirmado Negativo Examen fisico:

Signos Sl | NO | Sindrome topografico

Lesién cutanea con alteracion de la sensibilidad #

Pérdida de los anexos cutdneos en cualquier lesion #

Lesiones secundarias a anestesia

Compromiso mucoso

Compromiso visceral
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Compromiso testicular

Compromiso anexos oculares o globo ocular

Reflejos normales

# Lesion hipocrémica / eritematohipocromica / eritematoferruginosa
sensibilidad a dolor / temperatura / tacto superficial.
Numero de lesiones cutaneas compatibles con lepra

Lesién de Tronco Nervioso:

con alteracion de la

Trigémino Facial Auricular Cubital Mediano Radia
D | D | D | D | D | DI
Engrosamiento
Dolor
Sensibilidad
Fuerza
C.P.E Tibial Post.
D | D |
Engrosamiento
Dolor
Sensibilidad
Fuerza
Clasificacién Clinica:
TT() TB() LB()LL()LI()
Paraclinicos
Muestra Procedimiento | Fecha Responsable PCR |PGL-1 |IB

indice Bacilar

Clasificacion final:

Enfermo ___ Tratado asintomatico: _ Recaida __ Paciente en tratamiento__
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Anexo C. Formato Historia Clinica de contactos

Cadigo: L Fecha

Nombre del Caso indice

Nombre y Apellido:

Fecha de nacimiento:(d/m/a) Lugar de Nacimiento
Sexo: M F Teléfono:

Lugar de Residencia Municipio: Vereda
Barrio

No. Historia Clinica: E.P.S: ARS
Ocupacion:

Zona Urbana Rural

Antecedentes epidemiolégicos:
Parentesco con el Caso indice:

Tiempo de Convivencia meses

Comparte habitacién con el caso indice: Si__ No___

Aplicacion de la BCG: Confirmado Dudoso Negativo
Signos S| |[NO | Sindrome
topogréfico

Lesién cutanea con alteracion de la sensibilidad #

Pérdida de los anexos cutédneos en cualquier lesion #

Lesiones secundarias a anestesia

Compromiso mucoso

Compromiso visceral

Compromiso testicular

Compromiso anexos oculares o globo ocular

Reflejos normales

# Lesion hipocrémica / eritematohipocromica / eritematoferruginosa con alteracion
de la sensibilidad a dolor / temperatura / tacto superficial.
Numero de lesiones cutaneas compatibles con lepra

Lesién de Tronco Nervioso:
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Trigémino Facial Auricular Cubital Mediano Radial
D I D I D I D I D I D I
Engrosamiento
Dolor
Sensibilidad
Fuerza
C.P.E Tibial Post.
D I D I
Engrosamiento
Dolor
Sensibilidad
Fuerza
Clasificacion Clinica:
TT()TB()LB()LL()LI()
Paraclinicos
Muestra Procedimiento | Fecha Responsable PCR |PGL-1 |BCL

indice Bacilar

Clasificacion Final:

Conviviente Asintomatico Conviviente Sintomatico
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Anexo D. Formato historia clinica en el momento del diagndstico del caso indice

100



