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RESUMEN

Introduccion: la lepra es una enfermedad crénica de curso lento y progresivo que
en estadios avanzados se asocia a discapacidad y deformidad fisica. Es
considerada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) una enfermedad
tropical olvidada. En Colombia el Sistema de Vigilancia en Salud publica (SIVIGILA)
registra mas de 200 casos nuevos de lepra al afio, la mayoria multibacilares y con
discapacidad grado dos. Cartagena de Indias, Bolivar continla siendo un area
endémica de lepra. El Mycobacterium leprae (M leprae) fue el inico germen causal
de la enfermedad hasta cuando se identifico, el Mycobacterium lepromatosis (M
lepromatosis). Algunos investigadores han propuesto que las diferencias genéticas
del Mycobacterium spp., estarian relacionadas con la forma de presentacion clinica
(fenotipos) e histopatolégica de la lepra. ElI M. lepromatosis ha sido vinculado a la
forma de Lepra Lepromatosa Difusa (LLD) y el Fendmeno de Lucio (FL) en México
y otros paises. En Cartagena no se acostumbra a realizar identificacion

microbiolégica de la lepray al uso de herramientas moleculares para su diagnostico.

Objetivos: identificar a través de ensayos de biologia molecular el Mycobacterium
spp., en un area endémica de lepra en Colombia y correlacionarla con las formas

de presentacion clinicopatoldgicas de la enfermedad.

Métodos: estudio observacional descriptivo, ambispectivo. Los criterios de inclusion
fueron: casos con diagnostico de lepra confirmado por clinica o laboratorio y con
muestra histopatoldgica disponible. Se excluyeron: los casos con expediente clinico
incompleto, que no contaran con muestra de patologia o consentimiento informado.
Se analizaron variables sociodemograficas, clinicas e histopatologicas. A partir de
biopsias parafinadas, se realizé extraccion y amplificacion de ADN, dos rondas
semianidadas de Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés) se llevaron a cabo utilizando primers especificos para M lepromatosis y M

leprae.
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Resultados: se analizaron 41 casos, con muestras procesadas en tres laboratorios
de patologia en la ciudad de Cartagena, 61% de casos con lepra multibacilar, 53,7%
de sexo femenino. La media de edad de 50,5 afios (DE; 16,4), 73,2% afiliados al
régimen de salud subsidiado. El 85.4% fueron procedentes de la ciudad de
Cartagena. Seis casos de otros municipios de Bolivar. El diagnéstico clinico méas
frecuente fue Lepra Lepromatosa (LL) 36,6% seguido de Lepra Tuberculoide (LT)
con el 22% y un caso con LLD. Dos sujetos cursaron con reaccion lepromatosa
necrotizante severa o FL. Del total de casos, cinco se presentaron con discapacidad
grado uno y siete con discapacidad grado dos. El hallazgo histopatoldgico méas
frecuente fue LT 36,59% seguido de Lepra Indeterminada (LI) con 35,3%. En tres
casos la histopatologia no favorecié el diagnéstico de lepra. La deteccién molecular
de las especies se logré en el 82,9% de las muestras estudiadas de estas el 100%
correspondio a M leprae incluyendo las formas fenotipicas de LLD y FL al igual que
los casos con histopatologia negativa para lepra. No hubo casos de M lepromatosis.
Cuando se comparo la distribucion de las variables en diferentes grupos se encontro
una diferencia estadisticamente significativa entre el grado maximo de discapacidad

y el tipo de caso (p=0.000).

Conclusiones: en este estudio la realizacion de ensayos de PCR especificos para
la identificacion de M lepromatosis y M leprae permitio un mejor diagnostico de la
lepra y mostré que en nuestro medio el M leprae es la especie relacionada con las
formas fenotipicas mas severas de la enfermedad incluidas reacciones
lepromatosas altamente mortales como el FL en consecuencia, elementos ligados
al huésped deben ser considerados como los principales factores de riesgo y no
exclusivamente la especie de Micobacteria. Adicionalmente, estos resultados ponen
en manifiesto la necesidad de reeducarnos en lepra e integrar de forma rutinaria
dentro del arsenal diagnostico la biologia molecular para la deteccion precoz de los

casos.

PALABRAS CLAVES: Lepra, Mycobacterium leprae, Mycobacterium lepromatosis,
Lepra Lepromatosa Difusa, Fendbmeno de Lucio, Reaccion en Cadena de

Polimerasa.
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ABSTRACT

Introduction: leprosy is a chronic disease with a slow and progressive course, in
advanced stages it is associated with disability and physical deformity. It is
considered by the World Health Organization (WHO) a neglected tropical disease.
In Colombia, the Public Health Surveillance System (SIVIGILA) registers more than
200 new cases of leprosy a year, most of them multibacillary and with degree two
disabilities. Cartagena de Indias, Bolivar continues to be an endemic area for
leprosy. Mycobacterium leprae (M leprae) was the only etiology agent of the disease
until Mycobacterium lepromatosis (M lepromatosis) was identified. Some
researchers have proposed that the genetic differences of Mycobacterium spp.,
would be related to the clinical presentation (phenotypes) and histopathology of
leprosy. M. lepromatosis has been linked to the form of Diffuse Lepromatous Leprosy
(DLL) and the Lucio Phenomenon (LPh) in Mexico and other countries. In
Cartagena, itis not customary to perform microbiological identification of leprosy and

to use molecular tools for its diagnosis.

Objectives: identify Mycobacterium spp., using molecular biology assays in an
endemic area of leprosy in Colombia and correlate it with the clinicopathological

presentation of the disease

Methods: observational, descriptive, ambispective study. The inclusion criteria
were: cases with leprosy diagnosis confirmed by clinic or laboratory and with
available histopathological sample. Cases with an incomplete clinical record that did
not have a pathology sample or informed consent were excluded.
Sociodemographic, clinical and histopathological variables were analyzed. In
paraffinized biopsies, DNA extraction and amplification was performed. Two semi-
nested rounds of Polymerase Chain Reaction (PCR) were done using primers

specific for M lepromatosis and M leprae.
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Results: 41 cases were analyzed, with samples processed in three pathology
laboratories in the city of Cartagena, finding 61% of cases with multibacillary leprosy,
53.7% female. The mean age of 50.5 years (SD; 16.4), 73.2% affiliated with the
subsidized health system. 85.4% from Cartagena. Six cases from other
municipalities of Bolivar. The most frequent clinical diagnosis was Lepromatous
Leprosy (LL) 36.6% followed by Tuberculoid Leprosy (TL) with 22% and one case
with DLL. Two subjects had severe necrotizing lepromatous reaction or LPh. Of the
total number of cases, five are with degree one disability and seven with degree two
disability. The most frequent histopathological finding was LT 36.59% followed by
Indeterminate Leprosy (IL) with 35.3%. In three cases, histopathology did not favor
the diagnosis of leprosy. Molecular detection of the species is found in 82.9% of the
samples studied, of which 100% correspond to M leprae, including the phenotypic
forms of LLD and FL, as well as cases with negative histopathology for leprosy.
There were no cases of M lepromatosis. When the distribution of the variables in
different groups was compared, a statistically significant difference was found

between the maximum degree of disability and the type of case (p = 0.000).

Conclusions: in this study, the performance of specific PCR tests to identify M
lepromatosis and M leprae improved the diagnosis of leprosy and showed that in our
region M leprae is the species related to the most severe phenotypic forms of the
disease including highly deadly lepromatous reactions such as LPh consequently,
host-linked elements should be the main risk factors and not exclusively the species
of mycobacteria. Furthermore, these results show the need to re-educate ourselves
in leprosy and to routinely integrate molecular biology into the diagnostic arsenal for

the early detection of cases.

KEYWORDS: Leprosy, Mycobacterium leprae, Mycobacterium lepromatosis,

Diffuse Lepromatous Leprosy, Lucio Phenomenon, Polymerase Chain Reaction
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INTRODUCCION

La lepra también conocida como enfermedad de Hansen es una micobacteriosis
cronica que afecta principalmente la piel y el sistema nervioso periférico resultando
en neuropatia, deformidad y discapacidad a largo plazo (1, 2). Es una de las
enfermedades infecciosas mas antiguas del mundo, se dispersé a través de las
migraciones humanas durante los ultimos 10.000 afios (3). Pese a haber sido
eliminada como problema de salud publica (4, 5) (definido como una prevalencia
<1/10.000 habitantes) la transmision de la enfermedad no se ha interrumpido, segun
estadisticas de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para 2018 se registraron
a nivel mundial 208.641 casos nuevos y 184.238 casos prevalentes. El 5,33% con
discapacidad grado dos al momento del diagnostico lo que refleja la deteccion tardia

de estos casos (6).

En Colombia, durante el 2019 fueron notificados 381 casos nuevos (tasa de
incidencia nacional de 0,76/100.000 habitantes), el 61,9% fueron formas
multibacilares de la enfermedad. Entre los departamentos y distritos con mayor tasa
de incidencia se encuentran: Cesar (3,15), Huila (2,31), Norte de Santander (2,28),
Tolima (2,20), Arauca (1,76), Bolivar (1,65), Barranquilla (1,38) y Cartagena (1,34)
(.

Respecto a su curso clinico, la lepra posee un comportamiento heterogéneo, la
respuesta inmune y genética del huésped determinan su manifestacion fenotipica
(8-10) cuyo espectro va desde una lepra indeterminada y el polo tuberculoide
paucibacilar pasando por las formas limite o bordeline hasta el polo lepromatoso
con alta carga bacilar (1, 11), algunos pacientes tendran leproreacciones que
corresponden a eventos inmunolégicos de curso agudo con sintomas cutaneos y
sistémicos. Se clasifican como tipo 1 o Reaccién Reversa (12), tipo 2 que
corresponde al Eritema Nodoso Leproso (ENL) (13) y de tipo 3 denominada

Fendmeno de Lucio o eritema necrotizante (14).
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El Mycobacterium leprae (M leprae) se consideraba el Unico agente causal de la
lepra hasta el 2008 cuando se identific6 una nueva especie el Mycobacterium
lepromatosis (M lepromatosis) aislada en dos nativos mexicanos con Lepra
Lepromatosa Difusa (LLD) un subtipo especial de lepra multibacilar cuya
caracteristica clinica relevante es la infiltracién cutanea no nodular y reaccién
lepromatosa necrotizante severa o FL (15). Un andlisis posterior de 20 genes y
pseudogenes evidencid una diferencia genética del 9.1% entre ambos bacilos
revelando, ademdas, que la divergencia a nivel especie ocurri6 hace

aproximadamente 10 millones de afos (16).

Si bien la expresion clinica de la lepra esta bien descrita su reconocimiento puede
ser desafiante en algunos casos adicionalmente, tanto M leprae como M
lepromatosis son bacilos incultivables en medios axénicos y morfologicamente
indistintos s6lo pueden diferenciarse por medio de extraccion, secuenciacion y
amplificacion de ADN. Aungue es poco lo que se sabe acerca de M lepromatosis,
se plantea que este Ultimo posee mayores factores de virulencia y un indice de
reproducibilidad menor respecto a M leprae que explicarian su identificacion en
formas fenotipicas de la enfermedad donde la carga bacilar es masiva (15),
asimismo, distinguir entre ambos microorganismos parece no ser necesario para
prescribir un tratamiento optimo porque ambos bacilos responden a los mismos
regimenes de poliquimioterapia (17, 18) no obstante, la identificacion de las
especies del “complejo M leprae” es una herramienta de valor para comprender
mejor la epidemiologia de la lepra, sus rutas de transmision, y el desarrollo de una
nueva gamma de herramientas de biologia molecular para el diagnéstico de la
enfermedad (19, 20).

El presente estudio tiene como objetivo identificar por primera vez mediante
ensayos de Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) el agente etiologico causal
de la lepra en Cartagena y Bolivar, un area endémica de lepra en Colombia y su

correlacién con las formas de presentacion clinica e histopatoldgica.
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METODOLOGIA

Disefio del estudio y poblacion:

Se realizé un estudio observacional, descriptivo, ambispectivo. Participaron tres

laboratorios de histopatologia de la ciudad de Cartagena, Bolivar: ESE hospital

Universitario del Caribe, Centro de Diagndéstico Histopatologico del Caribe

(CENDIPAT) y Unidad de Patologia Clinica Dr. Alex Tejada. Se incluyeron casos

con diagnostico de lepra confirmado por clinica o laboratorio, que aceptaran

participar del estudio mediante firma de consentimiento informado desde enero de

2015 hasta febrero de 2020. Se excluyeron los casos que no tenian muestra

histopatoldgica disponible y con expediente de notificacion obligatoria incompleto.

Definiciones:

Caso confirmado por clinica (5): lesiones cutaneas eritematosas o
hipocrémicas que al examen clinico presenten alteracion de la sensibilidad
térmica, dolorosa y/o tactil; engrosamiento, dolor espontaneo o la palpacion
de uno o varios troncos nerviosos asociados con signos de afeccion neural,
pérdida sensitiva, disminucion de la fuerza muscular o paralisis en el territorio

0 musculos por ellos inervados.

Caso confirmado por laboratorio (5): identificacion de bacilos acido alcohol
resistentes (compatibles con bacilo de Hansen) en los frotis de moco, linfa o
liquido intersticial; biopsia con infiltrados inflamatorios que lesionan o

destruyen los nervios con la presencia o no de bacilos.

Paucibacilar (5): caso de lepra con uno a cinco lesiones cutaneas, sin

evidencia de presencia de bacilos en el frotis de piel.

Multibacilar (5): caso de lepra con mas de cinco lesiones cutaneas; o con

afectacion nerviosa (neuritis pura, o cualquier cantidad de lesiones cutaneas

16



y neuritis); o con el que se demostro la presencia de bacilos en un frotis de

piel, independientemente del nimero de lesiones cutaneas.
Las variables recolectadas fueron:

a) Sociodemograficas: edad, sexo, lugar de residencia, régimen de seguridad

social en salud.

b) Clinicas: tipo de caso, clasificacién del caso, tiempo de evolucion de los
sintomas, diagnostico clinico, baciloscopia, numero de lesiones,

leproreacciones, maximo grado de discapacidad, condicion de tratamiento.

c) Histopatologicas: laboratorio de procedencia de la muestra, tipo de tejido,
cantidad de bloques parafinados, fijacion de la muestra, edad de

almacenamiento y diagnostico histopatologico.

d) Identificacion molecular del Mycobacterium spp: Mycobacterium leprae,

Mycobacterium lepromatosis, ninguna especie.

Aspectos Eticos:

Este estudio en el marco de las normas legales en Colombia para investigacion se
considerd un estudio de investigacion con riesgo mayor al minimo, basado en el
articulo 11 de los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos, resolucion
numero 8430 de 1993 (21). Se obtuvo consentimiento informado verbal y escrito de
los sujetos para revision y registro de datos sociodemograficos, clinicos e
histopatolégicos por parte del investigador al igual que la obtencion de bloques
parafinados en laboratorios de histopatologia, manteniendo los principios de
privacidad y confidencialidad. Fue aprobado por el comité de ética de la Universidad

de Cartagena.
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Obtencién de las muestras

Este estudio se realiz6 a partir de biopsias embebidas en parafina, obtenidas de tres
laboratorios de patologia de la ciudad de Cartagena posterior a la recoleccion de
firma de consentimientos informados de los sujetos del estudio. Los tejidos fueron
fijados en formaldehido y embebidos en parafina segun los protocolos de rutina de
cada laboratorio y posteriormente almacenados. Estos bloques de tejido fueron
recuperados, envueltos individualmente y transportados al Laboratorio Unidad de
Investigacion Molecular (UNIMOL) de la Universidad de Cartagena para las pruebas
de laboratorio.

Remocién de la parafinay digestion de los tejidos

Se realizaron cortes de los tejidos parafinados con la ayuda de un bisturi, la cuchilla
se cambid por cada muestra para evitar la contaminacion cruzada. Las secciones
de cada tejido se introdujeron en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml rotulado,
seguidamente se le afiadio 800 pl de xilol incubando durante 10 minutos a
temperatura ambiente y agitando cuidadosamente para remover la parafina.
Posteriormente se centrifugd a 13,000 rpm por 3 minutos y se descarto el
sobrenadante; se repitieron los pasos de lavado con xilol 2 0 3 veces hasta que la
parafina se removiera completamente. El pellet fue rehidratado en un ciclo de etanol
en concentraciones descendentes (800 pl de etanol absoluto, etanol al 70% y al
50%). Cada cambio fue precedido por homogenizacion en vértex y centrifugacion a

13.000 rpm por 3 minutos.

El material resultante fue digerido a 60°C en 400 pl de solucién de digestion (Tris-
HCIl 10 mM pH 8.0, EDTA 100 mM pH 8.0, NaCl 50 mM, SDS 0.5%, proteinasa K
150 pg/ml) entre 36 a 48 horas. Pasado el tiempo de digestion las muestras se

incubaron a 90°C por 10 minutos para inhibir la accion de la proteinasa K.

Cuando no fue posible la digestion total del tejido, se utilizé mortero y pistilo para
macerar el resto de tejido, seguidamente el material lisado se pasé de 3 a 5 veces

por una jeringa 21G hasta homogenizar la muestra. Posteriormente se centrifugaron
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a 13.000 rpm por 3 minutos para remover el exceso de proteinas. Por dltimo, se
transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo de centrifuga y se almacené para la

posterior extraccion de ADN.
Extraccién de ADN y diferenciacion de Mycobacterium por PCR

Para la diferenciacién de las especies de Mycobacterium, se extrajo previamente el
ADN de las muestras empleando el kit comercial llustra GenomicPrep Mini Spin Kit
(GE Healthcare, USA) siguiendo el protocolo de manufactura. La deteccion
especifica de M. leprae y M. lepromatosis se realiz6 mediante PCR utilizando un
ciclador ProFlex PCR System (Applied Biosystems, USA). El algoritmo diagnéstico
por este método consté de dos rondas de PCR semianidadas para aumentar la
sensibilidad y especificidad de la deteccion. La primera ronda comprendia 1 mix de
reaccion con los cebadores AFBFO y MLER4 que amplifican una region del gen 16S
rRNA comunes a todas las Mycobacterium conocidas (> 100 especies). Una
segunda ronda se llevé a cabo a partir de los productos de amplificacion de la
primera PCR, esta segunda ronda comprendia 2 mix de reacciones independientes,
uno con los primers LPMF2 y MLER4 para identificar M. lepromatosis y otro con los
primers LERF2 y MLER4 para identificar M. leprae (17). La secuencia de los
cebadores y los tamafios de los amplicones se detallan en la Tabla 1. Cada mix de
reaccion fue ajustado a un volumen final de 25 ul (Tabla 2) y amplificado bajo las
siguientes condiciones de ciclado: activacion de la enzima a 95°C durante 2
minutos; 35 ciclos de desnaturalizacion (95°C durante 20 segundos), anillamiento
de los cebadores (58°C durante 20 segundos para la primera ronda de PCR 0 48°C
durante 20 segundos para la segunda ronda de PCR) y extension (72°C por 40
segundos); en ultimo lugar, la extensién final por 5 minutos. Como control negativo
para todas las reacciones se utiliz6 agua y como controles positivos, ADNs de

muestras positivas para M. lepromatosis y M. leprae segun el caso.
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Electroforesis

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al
1,5%, utilizando marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (Promega,
Madison, WI, EU). La separacion de las bandas se llevo a cabo a 90 voltios
constantes por 40 minutos, posteriormente las imagenes fueron reveladas y

digitalizadas.
Analisis estadistico:

La base de datos fue registrada en Excel y posteriormente analizada en el SPSS
version 21. Las variables de tipo categérico (ej; sexo o el régimen de afiliacion)
fueron analizadas con frecuencias absolutas (recuento) y frecuencias relativas (%),
las variables de tipo numérico (ej.; edad, tiempo de evolucion de los sintomas)
fueron primero valoradas por medio del estadistico de Shapiro Wilk (por contar con
una muestra menor a 50 pacientes), este estadistico permitio determinar si las
variables numéricas seguian o no la curva de distribucién normal (distribucion
normal entendida como un valor p igual o mayor a 0,05). Cuando la variable
numérica seguia el supuesto de normalidad como el caso de la edad, se represento
por medio de la media y la desviacion estandar, cuando la variable numérica no
seguia la curva de distribucion normal fue analizada por medio de la mediana, los
percentiles o cuartiles, con el respectivo rango intercuartil (RIQ). Para todas las
variables numeéricas se determiné el valor minimo y maximo. Se disefiaron graficos
de barras en las variables categoricas con mas de dos variables de respuesta y se
representaron variables dicotdmicas por medio de un grafico de sectores, con sus
respectivos %. Para determinar las diferencias estadisticas significativas se tomo
como punto de corte un valor p de 0,05. Se utilizo el test exacto de Fisher en tablas
simétricas de 2 x 2 con frecuencias esperadas menores a 5, en caso contrario y en

los casos con tablas asimétricas se calcul6 la prueba Chi Cuadrado de Pearson.
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RESULTADOS

Durante el periodo de estudio, 64 sujetos cumplieron con los criterios de inclusién,
23 se excluyeron, quedando finalmente para el analisis, 41 casos. La principal razén
de exclusion fue la no disponibilidad de muestra histopatologica. En la Figura 1 se

observa el flujograma.

La media de edad fue de 50,5 afios (DE; 16,4), el sexo femenino fue el mas
frecuente con 53.7%, procedentes en su mayoria de la ciudad de Cartagena con
85,4%, de la localidad dos con 39% vy afiliados al régimen subsidiado en el 73,2%
(Tabla 3)

La distribucion de los casos de lepra segun los Barrios de Cartagena se observa en
la Figura 2. El barrio que presenté un mayor niumero de casos fue Olaya Herrera
con 14,2%, seguido de Pozon con 8,5% y de Bayunca, Boston, La Piedra de Bolivar
y Santa Maria con 5,7% cada uno. Seis casos pertenecian a otros municipios de
Bolivar: dos a San Estanislao de Kostka y un caso en Magangué, San Jacinto, San

Cristébal y Arjona (Figura 3).

En cuanto a las caracteristicas clinicas, la Tabla 4 describe la clasificacion de los
casos de lepra segun la OMS. La clasificacibon mas comun correspondié a lepra
multibacilar con 61%. De los 41 sujetos del estudio, 24 contaban con el indice
Bacilar (IB), la media fue de 0,6 (DE 1,3), el IB minimo fue de 0 y el IB maximo fue
de 6.4. Segun este indice el 39% se clasific6 como paucibacilar (< 0,1), el 19,5%

como multibacilar (= 0,1) y el 41,5% no contaban con el indice.

La Tabla 5 describe el tiempo de evolucion de los sintomas, la clasificacion clinica
de la lepra y otras variables clinicas de interés. La mediana de tiempo de evolucién
de los sintomas fue de 2 afios, el diagndstico clinico mas frecuente fue Lepra
Lepromatosa (LL) con 36,6%, seguido de Lepra Tuberculoide (LT) con 22% y Lepra

Bordeline Bordeline (BB) con 14,6%, se present6 un caso con LLD.

21



El 82,9% correspondi6é a casos nuevos, no se presentd ningun tipo de reaccidn en
el 85,4%, cuatro casos presentaron una reaccion tipo 2 o ENL y dos pacientes
debutaron con un FL o leproreaccion de tipo 3. De los sujetos de estudio el 70,7%
se presentd con ningun grado de discapacidad al momento del diagndstico. Los
casos fueron clasificados en su mayoria como prevalentes en el 65,9%. La Figura
4 describe la condicion de tratamiento, el 48,7% completo tratamiento y el 31,7% se

encuentra actualmente en tratamiento.

Respecto a las variables histopatologicas, las muestras de biopsia provienen de tres
laboratorios, pero la mayoria corresponden a la ESE Hospital Universitario del
Caribe con 48,8% y la Unidad de Patologia Clinica Dr. Alex Tejada con 46,3%. La
mediana de tiempo de almacenamiento de la muestra fue de 2,4 afios, la piel fue el
unico tipo de tejido y en todos los casos se fijo la muestra con formaldehido, en el
82,9% solo estuvo disponible un bloque parafinado (Tabla 6).

La Figura 5 representa el diagnoéstico histopatolégico. Se observa como los
hallazgos mas comunes corresponden a LT con 36,5%, Lepra Indeterminada (LI)
con 29,2% vy LL con 19,1%.

En relacion a la identificacion molecular del Mycobacterium spp., en la Figura 6, se
puede observar que en el 82,9% de los casos se identific6 M. leprae. No se observo
ningun caso de M lepromatosis. La Figura 7, ilustra la deteccion del bacilo para dos
casos representativos. El tipo clinico de lepra mas frecuente en el grupo que se aislo
M leprae fue LL con 41,2%, seguido de LT con 17,6%. En el grupo que no amplificd
con la PCR el tipo clinico de lepra mas comun fue LT con 57,1%. No hubo

diferencias significativas (p 0,235) (Tabla 7).

En el grupo con deteccién por PCR de M leprae se observa como el tipo de
diagndstico histopatolégico mas frecuente a la LI con 35,3%, seguido de LT con
26,5%. Dentro de este mismo grupo tres casos tuvieron una histopatologia negativa

para lepra. En los sujetos donde no hubo amplificacion de especie el tipo
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histopatolégico de lepra mas comun fue LT con 85,7% seguido de la LL con 14,3%.
No existen diferencias con significancia estadistica (p 0,153) (Tabla 8).

Se compard la distribucion de las variables entre diferentes grupos. No existen
diferencias estadisticas significativas entre la clasificacion del caso y las variables:
régimen de afiliacién, localidad, grado maximo de discapacidad, identificacién
molecular del Mycobacterium spp., y leproreacciones (p > 0,05) (Tabla 9).

Asimismo, no se observa diferencia estadistica entre el diagndstico clinico y las
variables: régimen de afiliacion, localidad, grado maximo de discapacidad y
leproreaccion (p > 0,05). No existen diferencias estadisticas significativas entre las
variables sexo con tipo de caso, maximo grado de discapacidad y leproreaccion (p
> 0,05) (tabla 10y 11).

Existe diferencia estadistica significativa entre las variables grado de discapacidad
y tipo de caso (nuevo vs recidiva) (p 0,000), no se observaron diferencias
estadisticas entre las variables grado maximo de discapacidad y reaccion
lepromatosa (p > 0,05) (Tabla 12).
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DISCUSION

Colombia alcanzé la meta de eliminacién de lepra propuesta por la OMS en 1997,
una prevalencia menor a uno en 10 000 habitantes. Aun cuando se considera en
etapa de post-eliminacién, se contindan diagnosticando en promedio 400 nuevos
casos de lepra al afio (22, 23). El presente es el primer estudio que describe la
frecuencia M leprae y M lepromatosis en poblacién colombiana, especificamente en
Cartagena, ciudad capital del departamento de Bolivar un area endémica de lepra
donde se ubicaron en el pasado dos de lo mas importantes lazaretos del pais; el
Real Hospital de San Lazaro de Cartagena de Indias (1760-1810) y Lazareto de
Cafo de Loro (1870-1930) (24, 25).

Los casos analizados, la mayoria correspondian a formas multibacilares de la
enfermedad, afiliados al regimen de salud subsidiado y residentes en el area urbana
de Cartagena. La mediana de evolucion de los sintomas fue de dos afos, con un
diagnastico clinico mas frecuente de LL, se incluyé un caso con LLD. Respecto a
las leproreacciones, cuatro pacientes se presentaron con un ENL y dos cursaron
con un FL. 12 casos tenian discapacidad; cinco con discapacidad grado uno y siete
con discapacidad grado dos. El diagnostico histopatologico mas frecuente fue LT,
tres casos tuvieron una histopatologia que no favorecia la enfermedad. EI M.
lepromatosis no se identificé en ninguna de las muestras estudiadas, todos los
casos correspondieron a M leprae incluyendo los sujetos con histopatologia
negativa. Se encontraron diferencias estadisticas significativas entre el grado

maximo de discapacidad y el tipo de caso (nuevo vs recidiva).

Han et al, en un estudio realizado en 120 casos con criterios clinicopatoldgicos de
lepra provenientes de 12 estados Mexicanos (20) logré la identificacion de especie
en el 72,5% de las muestras. 55 casos para M lepromatosis, 18 casos con M leprae
y 14 con infeccion dual. M lepromatosis fue aislado en todos los sujetos con LLD

(n=13). Se concluy6 que M lepromatosis causaba especificamente LLD (p=0.023).
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En contraste con los hallazgos descritos por Han, nuestros datos muestran que la
LLD y la reaccion de Lucio pueden ser causados por M leprae. Sharma R y cols,
desarrollaron un ensayo especifico de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR, por
sus siglas en inglés) para la identificacién de M lepromatosis y M leprae a partir de
muestras histolégicas archivadas. De forma similar, a nuestro estudio se observé
que el FL ocurrié en pacientes infectados con M. leprae (26). Reportes de FL con
identificacion molecular de M leprae también se han realizado en Indonesia (27),
India (28) y s6lo un caso en Colombia (29). Pese a que el nimero total de casos es
pequenfio estos resultados sugieren un componente del huésped, en lugar del agente
etioldgico, como el factor de riesgo principal para esta reaccion.

En términos de filogenética, M lepromatosis y M leprae provienen de un ancestro
comun y deben haberse separado hace mas de 13.9 millones de afios (30). En un
estudio llevado a cabo por Han et al (31), donde se analizaron los agentes
etiolégicos de la lepra en cuatro paises: Brasil(n = 52), Malasia (n = 31), Myanmar
(n=9) y Uganda (n=4), se demostré dominancia de M leprae con deteccion variable
de M lepromatosis en diversas formas clinicas de lepra, lo que llevé a proponer que
esta Ultima especie y su expresion fenotipica mas frecuente la LLD es
principalmente endémica en México y que su presencia en Myanmar, Malasia y
previamente en Singapur (32) favorece la hipétesis del origen asiatico de la
enfermedad. Llama la atencion, que un trabajo realizado en la provincia de
Shandong, China que involucré6 85 casos de lepra para analisis genético del
Mycobacterium spp., no logr6 al igual que en nuestra poblacién aislar M

lepromatosis en ninguna de las muestras estudiadas (33).

En Colombia se ha utilizado la tipificacion molecular de M. leprae usando VNTR
(acronimo en inglés, variable number tandem repeat) para diferenciar las cepas; asi
se han encontrado dos grupos que evidencian diferentes origenes de la lepra que
lleg6 a Colombia. En la region andina se encuentra un grupo micobacteriano aislado
gue coincide con cepas europeas y por su parte en Cartagena, Bolivar que
corresponde a la region norte del pais donde la lepra llegd con los esclavos

africanos durante la colonia se encuentra otro tipo de M leprae (34). Estos hallazgos
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podrian explicar también diferencias en la distribucion geografica de las especies
del “complejo Mycobacterium leprae” y coinciden con modelos a partir de
Polimorfismos de Nucleétido Simple (SNP, por sus siglas en inglés) previamente
descritos por Monot et al (35, 36).

Adicionalmente, en la poblacién analizada se evidencia que cinco de siete pacientes
recaidos presentaban anestesia de manos o pies y/o deformidad visible en contraste
con siete de 34 casos nuevos (p 0,000). Hallazgos afines fueron reportados en una
cohorte retrospectiva conducida por Rajkumar Prabu et al (37), donde se
identificaron 58 recaidas, 31% (n=18) con deformidad. Estos datos apuntan a que
si bien la carga de recaidas es baja la presencia deformidad fisica en este grupo es
mucho mas frecuente. La alta carga bacilar y la presencia leproreacciones también

se han descrito como factores relacionados con discapacidad fisica (38).

Por ultimo, el diagnostico de la lepra continta siendo predominantemente clinico,
sin embargo, la variabilidad en sus formas fenotipicas conduce a diagndsticos
errados y tardios sobre todo en formas paucibacilares de la enfermedad. Las ayudas
diagnosticas convencionales tales como baciloscopia, histopatologia y test
serologicos carecen de sensibilidad especialmente en estadios tempranos de la
enfermedad o en individuos asintomaticos (39-41). Una revision sistematica y
metaanalisis realizado por Gurung P et al (42), evidenci6 una sensibilidad de gPCR
de 78.5% (IC 95% 61.9-89.2) y especificidad 89.3% (IC 95% 61.4-97.8). La PCR
convencional mostroé una sensibilidad de 75.3% (IC 95% 67.9-81.5) y especificidad
94.5% (IC 95% 91.4-96.5) tal como se observé en nuestra poblacion hasta el 70%
de los pacientes con lepra pueden tener baciloscopia negativa y una proporcion
mucho menor histopatologias que no favorecen el diagnéstico o inconclusas. La
PCR es una herramienta precisa en la identificacion del bacilo y su implementacién

puede ser Util para el triage de casos en etapas mas precoces de la enfermedad.

Este estudio tiene como fortaleza el haber incluido sujetos recién diagnosticados y
pese a su naturaleza predominantemente retrospectiva los datos clinicos y
epidemioldgicos fueron cuidadosamente recolectados y verificados en entrevistas
directas con cada uno de los casos lo que permitié describir ampliamente
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informacion clinica relevante tales como leproreacciones, discapacidad y condicion
de tratamiento. Asimismo, esta investigacion propone la creacion de una linea de
investigacion en lepra favoreciendo la generacion de otros estudios que involucren
la medicina traslacional y casos provenientes de otras regiones del pais. Dentro de
sus limitaciones esta la condicion misma de las muestras (biopsias embebidas en
parafina) y de manera especial la escasez de tejido presente en algunos bloques
gue pudieron haber limitado el aislamiento de la especie en contados casos. Se
sugiere para futuros estudios la utilizacion de métodos moleculares en muestras de

tejido fresco.

CONCLUSIONES

La identificacion genética del “complejo Mycobacterium leprae”, permite una mejor
compresion de las rutas de transmision, variaciones geograficas y clinicas de la
lepra. Se debe avanzar en el arsenal de ensayos moleculares que permitan la
deteccion de ambas especies y realizar la busqueda activa de M lepromatosis en
casos con PCR negativa para M leprae. En el futuro se espera que las técnicas de
diagnostico molecular sean integradas de forma rutinaria en los programas de
control y vigilancia de la enfermedad de Hansen de modo que mas pacientes se
detecten en una etapa temprana de la enfermedad y puedan tratarse tan pronto
como sea posible lo que significa menos discapacidad, pero también significa

romper la cadena de transmision.
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Tabla 1. Cebadores utilizados para cada mix de PCR.

TABLAS

. . . Tamafio de
Organismo Cebador Sentido Secuencia amplicon PCR
Género AFBFO Forward 5'GCGTGCTTAACACATGCAAGTC Primera
M b . 171 pb ronda de
ycobacterium  \ gr4  Reverse 5'CCACAAGACATGCGCCTTGAAG PCR

Mycobacterium LPMF2 Forward 5'GTCTCTTAATACTTAAACCTATTAA 142 ob
lepromatosis MLER4 Reverse 5'CCACAAGACATGCGCCTTGAAG Segunda
ronda de
Mycobacterium LERF2 Forward 5'CTAAAAAATCTTTTTTAGAGATAC 135 pb PCR
leprae MLER4 Reverse 5'CCACAAGACATGCGCCTTGAAG
Tabla 2. Mix de PCR utilizado en cada ronda.
Ronda 1 Ronda 2

PCR Master Mix

Mycobacterium spp M. lepromatosis M. leprae
5X GoTaq PCR Buffer 5ul 5ul 2
dNTPs (2.5 mM) 2 2 1l
MgCl2 (25 mM) 1u 1u 1,25
Primer Forward (40 uM) 1,25 1,25 1,25
Primer Reverse (40 uM) 1,25 1,25 1,25
Enzima GoTag Polimerasa 0,25 0,25 0,25
Agua libre de nucleasas 9,25 9,25 9,25
ADN/productos de ler ronda 5ul 5ul 5 pl
Volumen final 25 ul 25 pl 25 ul

32



Tabla 3. Variables sociodemograficas en pacientes con lepra.

Variable sociodemogréfica Resultados
n=41

Edad en afios

Media (DE) 50,5 (16,4)

Minima 16

Maxima 85
Sexo

Femenino 22 (53,7%)

Masculino 19 (46,3%)
Procedencia

Cartagena 35 (85,4%)

Bolivar 6 (14,6%)
Localidad

Uno 8 (19,5%)

Dos 16 (39%)

Tres 10 (24,4%)

Otros municipios Bolivar 6 (14,6%)

No aplica 1 (2,4%)
Régimen de Afiliacion

Subsidiado 30 (73,2%)

Contributivo

11 (26,8%)

Tabla 4. Clasificacion de pacientes con Lepra segun OMS.

Clasificacion Resultado

n=41
Multibacilar 25 (61%)
Paucibacilar 16 (39%)
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Tabla 5. Tiempo de evolucion de los sintomas, clasificacion clinica de la lepra y
otras variables clinicas de interés.

Variable clinica

Resultado n = 41

Tipo de caso
Incidente
Prevalente

14 (34,1%)
27 (65,9%)

Tiempo de evolucidn en afios
Mediana (RIQ)
Q1
Q3
Minimo
Maximo

2 (2)
1
3

0,16
13

Diagnostico clinico
Lepra Lepromatosa
Lepra Tuberculoide
Lepra Bordeline Bordeline
Lepra Indeterminada

Lepra Bordeline Tuberculoide
Lepra Bordeline Lepromatosa

Lepra Indeterminada
Lepra Lepromatosa Difusa
Lepra Tuberculoide

15 (36,6%)
9 (22%)
6 (14,6%)
4 (9,8%)
3 (7,3%)
1 (2,4%)
1 (2,4%)
1 (2,4%)
1 (2,4%)

Clasificacion del caso

Nuevo 34 (82,9%)

Recidiva 7 (17,1%)
Tipo de reaccidn

Ninguna 35 (85,4%)

Tipo 1 0 (0%)

Tipo 2 4 (9,8%)

Tipo 3 (Fenébmeno de Lucio) 2 (4,9%)

Méximo grado de discapacidad

Ninguna 29 (70,7%)
Grado 1 5 (12,2%)
Grado 2 7 (17,1%)
Numero de lesiones

Una 5 (12,2%)
Una (Mayor compromiso de Nervios) 1 (2,4%)
Dos 5 (12,2%)
Tres 2 (4,9%)
Cuatro 0 (0%)
Cinco 3 (7,3%)
Mas de cinco 25 (61%)

RIQ: Rango intercuartilico
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Tabla 6. Caracteristicas de la muestra de histopatologia.

) Resultado
Variable 0 =41

Laboratorio de procedencia

Hospital Universitario del Caribe 20 (48,8%)

Alexa Tejada 19 (46,3%)

CENDIPAT 2 (4,9%)
Tiempo del almacenamiento de la
muestra en afios

Mediana (RIQ) 2,4 (3,2)

Q1 0,4

Q3 2,4

Minimo 0,16

Maximo 5,16
Tipo de tejido

Piel 41 (100%)
Fijacion

Formaldehido 41 (100%)
Cantidad de bloques

Uno 34 (82,9%)

Dos 6 (14,6%)

Seis 1 (2,4%)

RIQ: Rango intercuartilico

Tabla 7. Diagnostico clinico de lepra segun identificacion molecular del
Mycobacterium spp.

Diagnéstico Clinico Mnlipéze No a:]mngficé
Lepra Bordeline Bordeline 4 (11,8%) 2 (28,6%)
Lepra Bordeline Lepromatosa 1(2,9%) 0 (0,0%)
Lepra Bordeline Tuberculoide 3 (8,8%) 0 (0,0%)
Lepra indeterminada 5 (14,7%) 0 (0,0%)
Lepra Lepromatosa 14 (41,2%) 1 (14,3%)
Lepra Lepromatosa Difusa 1(2,9%) 0 (0,0%)
Lepra tuberculoide 6 (17,6%) 4 (57,1%)

35



Tabla 8. Diagndstico histopatolégico de lepra segun la identificacion molecular del
Mycobacterium spp.

Diagnéstico histopatologico Mnlipéie No im:pgficé
Lepra Bordeline 2 (5,9%) 0 (0,0%)
Lepra Indeterminada 12 (35,3%) 0 (0,0%)
Lepra Lepromatosa 7 (20,6%) 1 (14,3%)
Iagpl_rjcl}g)promatosa (con Fenémeno 1(2,9%) 0 (0,0%)
Lepra Tuberculoide 9 (26,5%) 6 (85,7%)
Negativo para lepra 2 (5,9%) 0 (0,0%)
Dermatitis crénica perivascular 1(2,9%) 0 (0,0%)
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Tabla 9. Clasificacidén de caso y comparacién con otras variables.

Mulr;tz)ggilar Paurclzlzblz%cnar valor p
Clasificacion de caso segun régimen de afiliacion
Contributivo 5 (20,0%) 6 (37,5%)
0,287*
Subsidiado 20 (80,0%) 10 (62,5%)
Clasificacion de caso segun localidad
No aplica 1 (4,0%) 0 (0,0%)
1 4 (16,0%) 4 (25,0%)
2 11 (44,0%) 5 (31,3%) 0,335**
3 4 (16,0%) 6 (37,5%)
Otros municipios Bolivar 5 (20,0%) 1 (6,3%)
Clasificacion de caso segln grado de discapacidad
Grado 1 3 (12,0%) 2 (12,5%)
Grado 2 6 (24,0%) 1 (6,3%) 0,331**
Ninguno 16 (64,0%) 13 (81,3%)
Clasificacion de caso segun identificaciéon molecular del Mycobacterium spp.
M. leprae 21 (84,0%) 13 (81,3%)
1,000*
No amplific6 ninguna especie 4 (16,0%) 3 (18,8%)
Clasificacion de caso segln Leproreacciones
No 19 (76,0%) 16 (100,0%)
Tipo 2 4 (16,0%) 0 (0,0%) 0,105**
Tipo 3 (Fendmeno de Lucio) 2 (8,0%) 0 (0,0%)

*Test exacto de Fisher ** Chi Cuadrado de Pearson
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Tabla 10. Diagndstico clinico y comparacion con otras variables.

Lepra Lepra Lepra Lepra
; ; ; Lepra Lepra Lepra
Bordel!ne Bordeline Bordelm_e indeterminada Lepromatosa Lepr(_)matosa tuberculoide  Valor p
Bordeline Lepromatosa Tuberculoide _ _ Difusa _
_ _ _ n=5 n=15 - n=10
n==6 n=1 n=3 n=1
Diagnostico clinico segun régimen de afiliacion
Contributivo 1 (16,7%) 0 (0,0%) 1 (33,3%) 1 (20,0%) 3 (20,0%) 0 (0,0%) 5 (50,0%)
0,633*
Subsidiado 5 (83,3%) 1 (100,0%) 2 (66,7%) 4 (80,0%) 12 (80,0%) 1 (100,0%) 5 (50,0%)
Diagnéstico clinico segun localidad
No aplica 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (6,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
1 1 (16,7%) 0 (0,0%) 1 (33,3%) 0 (0,0%) 2 (13,3%) 0 (0,0%) 4 (40,0%)
2 2 (33,3%) 0 (0,0%) 1 (33,3%) 2 (40,0%) 7 (46,7%) 1 (100,0%) 3 (30,0%) 0 500*
3 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (33,3%) 2 (40,0%) 4 (26,7%) 0 (0,0%) 3 (30,0%)
Otros
municipios 3 (50,0%) 1 (100,0%) 0 (0,0%) 1 (20,0%) 1 (6,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Bolivar
Diagnéstico clinico segun grado de discapacidad
Grado 1 1(16,7%) 0 (0,0%) 1 (33,3%) 0 (0,0%) 2 (13,3%) 0 (0,0%) 1 (10,0%)
Grado 2 1(16,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 4 (26,7%) 0 (0,0%) 2 (20,0%) 0,926*
Ninguno 4 (66,7%) 1 (100,0%) 2 (66,7%) 5 (100,0%) 9 (60,0%) 1 (100,0%) 7 (70,0%)
Diagnéstico clinico segin Leproreaccién
No 6 (100,0%) 1 (100,0%) 3 (100,0%) 5 (100,0%) 9 (60,0%) 1 (100,0%) 10 (100,0%)
Tipo 2 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 4 (26,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0.431*
Tipo 3
(Fenémeno de 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (13,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Lucio)

* Chi Cuadrado de Pearson
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Tabla 11. Sexo y comparacion con otras variables.

Femenino Masculino
N =22 N =19 valorp
Sexo y tipo de caso
Nuevo 20 (90,9%) 14 (73,7%)
0,219*
Recidiva 2 (9,1%) 5 (26,3%)
Sexo y grado maximo de discapacidad
Grado 1 2 (9,1%) 3 (15,8%)
Grado 2 2 (9,1%) 5 (26,3%) 0,226**
Ninguno 18 (81,8%) 11 (57,9%)
Sexo y Leproreaccion
No 21 (95,5%) 14 (73,7%)
Tipo 2 0 (0,0%) 4 (21,1%) 0.074%
Tipo 3 ’
(Fenébmeno de 1 (4,5%) 1 (5,3%)
Lucio)

*Test exacto de Fisher ** Chi Cuadrado de Pearson

Tabla 12. Grado de discapacidad y comparacion con otras variables.

Grado 1 Grado 2 Ninguno valor
N=5 N=7 N =29 P
Grado de discapacidad y reaccion Lepromatosa
No 4 (80,0%) 5 (71,4%) 26 (89,7%)
Tipo 2 1 (20,0%) 2 (28,6%) 1 (3,4%) 0,255
Tipo 3 (Fenémeno de
Lucio) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (6,9%)
Grado de discapacidad y tipo de caso
Nuevo 1 (20,0%) 6 (85,7%) 27 (93,1%)
0,000
Recidiva 4 (80,0%) 1 (14,3%) 2 (6,9%)
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FIGURAS
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Figura 1. Flujograma de seleccion de casos para el estudio.
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Figura 2. Distribucion de los casos de lepra segun el barrio.
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Figura 3. Distribucion de casos de lepra segun localidad y UCG.

LOC: Localidad; MB: Multibacilar; PB: Paucibacilar; UCG: Unidad Comunera de Gobierno
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Figura 6. Identificacion Molecular de Mycobacterium spp.
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Figura 7. Deteccion de Molecular M. leprae.
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