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RESUMEN 

 

Titulo: DETECCIÓN MOLECULAR DE Mycobacterium leprae EN PACIENTES 

SOSPECHOSOS DE PADECER ENFERMEDAD DE HANSEN.* 

 

Autor: Hernando Yesid Estupiñán Velásquez.** 

 

Palabras claves: Lepra, enfermedad de Hansen, PCR, identificación molecular, 

conocimientos y estigma.  

 

DESCRIPCIÓN: 

 

Resumen. La lepra o enfermedad de Hansen producida por el M. leprae, es una enfermedad 
infecciosa con el potencial de generar discapacidad y estigma, con la presencia de 232.857 casos 
nuevos durante el 2012 cuando aún es considerada una enfermedad de interés en salud pública. 
En Colombia la enfermedad de Hansen se estableció como un evento en eliminación, pero 
Departamentos como Santander reportaron 1 y 4 casos por cada 100.000 habitantes, con un 
constante aumento en el número de casos diagnosticados con discapacidad, por lo tanto ha 
existido la necesidad de adopción y ejecución de las actividades de control establecidas por la 
OMS y el Plan nacional, que tienen por objetivo la  identificación temprana y la reducción de 
discapacidad grado 2. 
 
Materiales y métodos. Este trabajo ha sido desarrollado a partir del análisis de 3 poblaciones, ha 
permitido la implementación de una metodología de identificación molecular usando como blanco 
la región RLEP del M. leprae y ha establecido mediante el empleo de dos instrumentos de 
recolección de información los conocimientos, temores y actitudes presentes en la población 
enferma y no enferma de Hansen, como inductores de estigma en la enfermedad. 
 
Resultados y conclusiones. Las actividades enmarcadas en este trabajo han resultado ser una 
alternativade identificación del bacilo en muestras de moco nasal, linfa y biopsia de piel, que 
presentó limites de detección de 0,3 bacilos/µl, superior a las metodologías convencionales y ha 
establecido puntos de partida para la compresión de las actitudes y temores inductores de estigma 
de la enfermedad, identificando como estrategia probable el abordaje de los conocimientos 
presentes en el enfermo y su entorno en búsqueda de generar conocimientos adecuadas que 
permitan el diagnóstico clínico temprano y reduzcan la aparición de aislamiento, ocultamiento y 
estereotipización, factores probablemente promotores de la cadena de trasmisión y discapacidad.  

 

 

 

                                            
* Proyecto de grado 
** Facultad de Salud. Escuela de Bacteriología y Laboratorio Clínico. Director: Wellman Ribón 
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ABSTRACT 

 

Title: MOLECULAR DETECTION OF Mycobacterium leprae IN PATIENTS 

SUSPECTED OF HAVING HANSEN DISEASE.* 

 

Author: Hernando Yesid Estupiñán Velásquez.** 

 

Key words: Leprosy, Hansen disease, PCR, molecular identification, knowledge, 

stigma. 

 

DESCRIPTION:  

 

Abstract.Leprosy or Hansen disease caused by M. leprae, is an infectious disease with the 
potential to generate disability and stigma, it has caused 232,857 new leprosy cases in 2012 and is 
considered a disease of public health interest.  In Colombia, Hansen disease was considered as an 
eliminatory event, even though Departments like Santander reported 1 and 4 cases per 100.000 
habitants and constantly increase of disability cases.  That is because there has been the need for 
adoption and execution of the control activities established by OMS and the National Plan that aim 
early detection of the disease and reduction of the grade two disabilities. 
 
Materials and methods.This work has been developed from the analysis of three populations, it 
has allowed the implementation of a molecular identification methodology using RLEP of M. leprae 
as the target and it has established using two instruments for data collection about knowledge’s, 

fears and attitudes in the Hansen diseased and not-diseased population as inducers of the 
disease stigma. 
 

Results y conclusions.The activities of this work are an alternative for the 
identification of the microorganism in nasal mucus, lymph and skin biopsy, the 
methodology had a sensibility of 0,3 microorganism/µl, better than conventional 

methodologies and  it has established starting points for understand the attitudes and fears related 
to disease stigma, identifying as a probable strategy addressing the patient knowledge and his 

family to facilitate early clinical diagnosis and reduce the appearance of isolation, concealment 
and stereotyping, probably promoters factors of the transmission chain and 
disability. 
 

 

 

                                            
* Project for the degree 
** Faculty Health. School of Bacteriology and Clinical Laboratory.  Director: Wellman Ribón, MSc 
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INTRODUCCIÓN 

 

La leprao enfermedad de Hansen esuna infección crónica causada por el 

Mycobacterium lepraeunpatógeno intracelular obligado con actividad nociva sobre 

las células de Schwann queprovoca alteraciones sensitivas y motoras que en 

ocasiones generan deformidad de la extremidad afectada, estableciendo tres 

diferentes grados de discapacidad en ojos, manos y pies.Desde su registro en 

épocas bíblicas ha sido una enfermedad estigmatizada y múltiples esfuerzos han 

sido guiados hacia la identificación temprana de la infección y la instauración de 

un tratamiento oportuno y continuo que permita la disminución de la discapacidad 

durante la enfermedad. 

 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) en 2012 se presentó una 

prevalencia de 4,00 casos de enfermedad de Hansen por cada 100.000 

habitantes, 115 países registraron 232.857 enfermos y se consideró a la Lepra 

endémica en muchas regiones.El continente con el mayor número de casos 

reportados fue Asia con 166.445 casos presentes en 11 países, en las Américas 

28 países incluido Colombia reportaron 36.178 casos nuevos, África reportó 

20.599 enfermos y 20 países pertenecientes al Este del Mediterráneo con 31 del 

Oeste del Pacifico reportaron 4.235 y 5400 casos nuevos respectivamente (2013), 

por lo tanto para 2012 se observó un aumento en más de 6.000 casos nuevos y 

1000 diagnosticados con discapacidad grado 2 en contraste con la reducción 

anual durante el 2005 a 2011 (2011; 2013).En este sentido se evidenció la 

necesidad inmediata de adopción y ejecución de actividades de control 

establecidas de acuerdo a los lineamientos del Plan de Reducción de la Carga de 

Morbilidad Debida a la Lepra 2011-2015, propuesto por la OMScon el objeto de 

reducción del 35 % de la tasa mundial de casos nuevos con discapacidad grado II 

por 100.000 habitantes al finalizar el 2015 en comparación con la línea base de 

2010 (Pannikar 2009). 
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En el continente Americanopara 2012 el país que reportó el mayor número de 

casos nuevosfue Brasil con 33.303 casos, seguido de Argentina con el 60.7% de 

casos multibacilares y 11.3% de casos con discapacidad grado 2.Colombia reportó 

en 2012 un total de392 casos nuevos de lepray a la semana 50 de 2013 el 

Sistema de Vigilancia en Salud Pública (SIVIGILA)registró 446 casos,aumento que 

se observó en los 31 a 41 casos identificados en los años previos con 

discapacidad grado 2(2011; 2013), por lo tanto Colombia como otros países 

endémicos en el mundo hapresentado un escenario de transmisiónactiva de lepra, 

quedebido a los casos diagnosticados con discapacidad grado 2 evidenció 

dificultades durante la identificación temprana del enfermo y la presencia de 

estigma social o barreras de acceso a los servicios de salud.Situación para la cual 

Santander no fue ajeno, siendo considerado un escenario de alta carga de la 

enfermedad al reportar 31 casos enfermos de Hansen para el 2012, en contraste 

con los 56 casos reportados hasta la semana 50 de 2013 (SIVIGILA, 2013), 

observación que puede ser interpretada como evidencia de trasmisión activa, 

dificultades de identificación temprana y presencia de posibles barreras de acceso. 

 

En este sentido para la lepra ha existido la necesidad inmediata de adopción y 

ejecución de actividades de control novedosas e integrales, dirigidas a la 

identificación temprana del enfermo, promoción de un tratamiento oportuno e 

ininterrumpido, acortando la cadena de transmisión y la aparición de discapacidad 

grado 2. Por lo tanto este trabajo se implementó en base al protocolo de 

identificación molecular de M. leprae, aplicado a múltiples muestras procedentes 

de pacientes sospechosos de padecer enfermedad de Hansen,comouna 

estrategia para la identificación temprana del enfermo aumentando el límite de 

detección usado.Adicionalmente se identificóla presencia de actitudes que podrían 

provocar en el enfermo estigmas que retardan el diagnóstico o interfieren en el 

tratamiento y posiblemente promueven la evolución a la discapacidad grado 2.   

 



 

19 

En Colombia esla primera vez en la que se aborda eldiagnóstico molecularen 

diferentes tipos de muestras de uso rutinario en el enfermo de Hansen en conjunto 

con el análisis de los factores sociales que interfieren con el desarrollo de la 

terapéutica para lepra, sugiriendo la necesidad de implementar estrategias en los 

programas regionales o nacionales, con el propósito de realizar un diagnóstico e 

intervención social con calidad y oportunidad disminuyendo la cadena de 

trasmisión e identificación antes de la aparición de discapacidad en el enfermo de 

Hansen perteneciente a las zonas que aún presentan un total de casos superior a 

la meta de eliminación propuesta por la OMS.  
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1. OBJETIVOS 

 

1.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar mediante el empleo de un método molecular la presencia de M. leprae 

en muestras de pacientes sospechosos de padecer la enfermedad de Hansen. 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Implementación de una metodología de identificación molecular de M. leprae 

en muestras de pacientes sospechosos de padecer enfermedad de Hansen.  

 Identificación molecular del M. leprae en muestras provenientes de pacientes 

sospechosos de padecer enfermedad de Hansen. 

 Estudiar los factores sociales de los pacientes analizados que podrían 

favorecer la persistencia de la enfermedad en Santander. 
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2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 AGENTE ETIOLÓGICO 

 

La lepra enfermedad infecto-contagiosa denominada también enfermedad de 

Hansen en honor al descubridor de su causa en 1873 el Noruego Armauer Hansen 

Bergen, es provocada por el M. leprae, bacilo del género Mycobacterium, orden 

Actinomycetales, bacteria con forma de bastón ligeramente curvado e inmóvil, no 

formador de endospora y clasificado como Bacilo Acido Alcohol Resistente 

(BAAR) por la tinción de Ziehl Neelsen (ZN). Presenta una pared celular 

compuesta principalmente por un complejo de peptidoglicano-arabinogalactano-

acidos micólicos, una familia de dos fosfatidilinositol manósidos, polímeros de 

lipomanano, lipoarabinomanano y se caracteriza por presentar un glicolípido 

fenólico 1 (PGL-1) específico de su especie(Rastogi, Legrand et al. 2001) 

 

El M. leprae es un bacilo de crecimiento lento y de multiplicación cada 14 días, no 

cultivable en medio artificial y del cual se creía que el hombre era su único 

hospedero natural(Rees 1969).Su multiplicación en otro animal se inicio por 

primera vez en el cojinete plantar de ratones Balb/c tras realizarse inoculación 

generalizada(Shepard 1962).En los años 70 se describe un método de infección 

artificial y se observainfección natural en el armadillo Dasypus novemcinctus 

(Kirchheimer and Storrs 1971; Filice, Greenberg et al. 1977), pero ningún modelo 

obtuvo mejor utilidad experimental hasta el desarrollo de un método de inoculación 

en cojinete plantar murino nu/un (Truman and Krahenbuhl 2001; Lahiri, Randhawa 

et al. 2005), por lo tanto el trabajo con el bacilo en los laboratorios de investigación 

e identificación actualmente representa un reto y la necesidad de implementación 

de modelos con animales de experimentación o el empleo de métodos 

moleculares sobre muestras clínicas.   
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2.2 GENOMA DEL Mycobacterium leprae 

 

Lacomprensión de la incapacidad de crecimiento de M. leprae en medios de 

cultivo artificiales fue descrita como parte de la reducción de su material 

genético(Eiglmeier, Parkhill et al. 2001), hallazgo determinado durante la 

secuenciación del genoma delM. leprae y posterior comparación con la 

secuenciación del genoma de M. tuberculosis H37Rv (Cole, Brosch et al. 

1998)(Cole, Eiglmeier et al. 2001), El análisis bioinformático y la comparación de 

secuencias establecióla reducción de aproximadamente 2000 genesen M. leprae 

con actividad metabólica y funcional en M. tuberculosis(Gomez-Valero, Rocha et 

al. 2007).  El genoma del M. leprae está compuesto por 3’268.203 pares de bases 

(pb), con un total de 1604 genes codificantes de proteínas y 1116 considerados 

como pseudogenes (Cole, Eiglmeier et al. 2001). Los pseudogenes son altamente 

expresados en trascritos de RNA y sus niveles de expresión varían durante la 

etapa de infección del macrófago (Suzuki, Nakata et al. 2006).  

 

M. leprae también posee en su genoma cerca de un 2% de regiones repetitivas 

dispersas agrupadas en cuatro familias, RLEP con alrededor de 37 copias de 

repeticiones dispersas, REPLEP con aproximadamente 15 copias y las secuencias 

LEPREP  y LEPRPT con 8 y 5 copias cada una respectivamente (Cole, Supply et 

al. 2001). Las secuencias repetitivas son componentes comunes en los genomas 

de organismos eucariotas y procariotas, se encuentran ampliamente distribuidos 

variando en talla y estructura. En las micobacterias unas de las secuencias 

inicialmente reportadas han sido las inserciones IS900 en M. paratuberculosis 

(Green, Tizard et al. 1989) e IS6110 en M. tuberculosis (Thierry, Brisson-Noel et 

al. 1990). 

 

En M. leprae la primera copia de una secuencia repetitiva fue descrita como un 

residuo del fragmento digerido por Xhol-Eco a 1,6Kb del gen groE-L(Grosskinsky, 

Jacobs et al. 1989) y localizado en la librería genómica presente en el plásmido 
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lambda gt11 (Thole, Stabel et al. 1990). El ADN de 10 clonas de M.leprae fue 

preparado y analizado mediante digestión con EcoRI por Mehra et al. en 1986, 

siete de estos fragmentos fueron descartados por talla e inserciones idénticas 

derivadas del gen groE-L denominado RLEP 1, quedando tres fragmentos 

distintos de 1,1, 0,9 y 0,8 Kb de longitud denominados posteriormente como RLEP 

2, 3 y 4. 

 

Las secuencias RLEP se distribuyen 28 veces en el cromosoma del M. leprae, 

están constituidas por un segmento central conservado de 545 pb, bordeado a la 

izquierda en RLEP 1 y 3 por una secuencia variable de 100 nucleótidos y a la 

derecha en RLEP 1, 3 y 4 por una secuencia de 44 pb. Son elementos repetitivos 

que se constituyen como marcadores genéticos debido a su abundancia, alto 

polimorfismo y facilidad para la tipificación. 

 

Las repeticiones en tándem están organizadas como secuencias repetidas de más 

de un nucleótido, donde los microsatélites corresponden a unidades repetidas que 

varían de 2 a 6 pb conocidas también como STR (del inglés Short tándem 

repeats), los minisatelites son más extensos en longitud dado que poseen 

repeticiones de 10 a 100 pb, denominados como VNTR (del inglés 

VariableNumber of Tandem Repeats) (Lupski, Roth et al. 1996). M. tuberculosis 

posee repeticiones de 40 a 100 pb que son utilizadas para genotipificación, 

estudios filogenéticos y filogeográficos, se encuentran ubicados como regiones 

dispersas en posiciones intergénicas de su genoma y se conocen como MIRU-

VNTR (del inglés Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit) (Supply, Lesjean et 

al. 2001; Sun, Bellamy et al. 2004; Sun, Lee et al. 2004). 

 

En M. leprae múltiples secuencias han sido utilizadas para la determinación y 

diferenciación del bacilo, ARN ribosomal 16S y 23S, polA y rpoT (de Wit and 

Klatser 1994; Fsihi and Cole 1995; Matsuoka, Maeda et al. 2000), pero solo hasta 

el estudio de la totalidad de los VNTR, se sugiere a las regiones repetitivas como 
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posibles marcadores de diferenciación entre los aislamientos de M. leprae. Kimura 

y col. en 2009 realizan un análisis de múltiples VNTR mediante la implementación 

de una PCR multiplex, con oligonucleótidos marcados por fluorescencia que son 

utilizados para que el número de copias de cada repetición sea determinado por el 

análisis de fragmentos de longitud FLA (del inglés Fragment Lenght Analysis) 

(Kimura, Sakamuri et al. 2009).  

 

El análisis de variación de único nucleótido también ha permitido la determinación 

de la diversidad del bacilo, debido a que en 2005 Monot y col. identificaron la 

existencia de tres SNP (del inglés Single Nucleotide Polymorphism) en las 

posiciones 14.676 (C-T), 1’642.875 (G-T) y 2’935.685 (A-C), que permiten la 

clasificación del M. leprae en 4 diferentes genotipos (Monot, Honore et al. 2005). 

Punto de partida para la realización de estudios en búsqueda de la determinación 

de los genotipos de M. leprae, con el objetivo de comprender los mecanismos de 

diseminación del bacilo entre las personas de los diferentes países llevó a 

determinar como posible origen de la enfermedad el este de África, con  

diseminación hacia Europa y Asia por el comercio de esclavos a partir de África 

Central. En las Américas se propuso la posibilidad de migración de genotipos a 

través del Estrecho de Bering, pero otros estudios asociados a la determinación de 

los VNTR deben ser implementados para la identificación de los diferentes 

genotipos en el sur de América y establecimiento de las posibles rutas de 

transmisión y diseminación de la enfermedad en el mundo (Monot, Honore et al. 

2005; Cardona-Castro, Beltran-Alzate et al. 2009; Cardona-Castro, Beltran-Alzate 

et al. 2013). 

 

2.3 TRASMISIÓN DE LA ENFERMEDAD DE HANSEN 

 

El contagio y la trasmisión de la enfermedad de Hansen entre los humanosposee 

como mecanismo probable el contacto constante y prolongado con secreciones o 

partículas aerolizadas portadoras del bacilo procedente de las vías respiratorias y 
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mucosa nasalde personas enfermas (Noordeen 1994). La proximidad a pacientes 

enfermos de Hansen y el tiempo de exposición al mismo, es un determinante muy 

importante de transmisión de la enfermedad, que varía en términos de riesgo, si se 

está expuesto a un paciente con lepra tuberculoide (LT) o lepra lepromatosa 

(LL)(Noordeen 1994; van Beers, Hatta et al. 1999).  

 

Otras alternativas probables de contagio han sido sugeridas por autores que han 

reportado la presencia de ADN de M. leprae en la superficie de la piel de personas 

enfermas, en armadillos o en agua, sugiriendo estos reservorios o ambientes 

como fuentes probables de infección (Matsuoka, Izumi et al. 1999; Job, Jayakumar 

et al. 2008; Lavania, Katoch et al. 2008).  

 

2.4 MECANISMO DE PATOGÉNESIS 

 

El M. leprae procedente del interior de las partículas aerolizadas por el enfermo de 

Hansen, ingresa a las vías respiratorias de la persona sana para ser fagocitado 

por el macrófago alveolar, promueve su fagocitosis celular mediante la interacción 

de ligandos como el lipoarabinomanano y la lipoproteina de 19 KDa con 

receptores de tipo Toll, receptores de manosa, receptores de proteínas 

surfactantes o receptores carroñeros presentes en el macrófago, que 

desencadena tras su ingreso una cascada de segundos mensajeros productores 

de la activación del factor de transcripción NFκB(Krutzik, Ochoa et al. 

2003).Dentro del macrófago M. leprae induce sus mecanismos de supervivencia 

mediante bloqueos del estallido respiratorio, inhibe la unión fagolisosoma, e inhibe 

la presentación antigénica mediante el complejo mayor de histocompatibilidad tipo 

II (Moura, de Mattos et al. 2012). Adicionalmente aunque se desconoce su 

mecanismo, M. lepraemodula la respuesta inmune Th1 o Th2 produciendo 

Leprapaucibacilar (PB) y multibacilar (MB) respectivamente. 
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Una vez presente a nivel periférico, M. leprae se adhiere a las células de Schwann 

usando como ligando la laminina-α2 e invade el sistema nervioso mediante el 

empleo del receptor α-distroglican (Rambukkana 2001; Rambukkana, Zanazzi et 

al. 2002), otras moléculas como la proteína HLP (del inglés Histone Like Protein) y 

el PGL-1 también generan invasión en el hospedero, mediada por receptores de 

manosa y proteínas de unión a ligando 21 o CR1-4 y CR3 (Shimoji, Ng et al. 1999; 

Vidal Pessolani, Marques et al. 2003). Tras la infección el bacilo inicia su 

proliferación en las células de Schwann dando comienzo al proceso de 

desmielinización, proceso caracterizado por diferentes postulados que apuntan a 

múltiples vías productoras de la neuropatía, desde la desmielinización como 

consecuencia de la exposición del terminal axónico con el bacilo, las interacciones 

entre la mielina y el PGL-1 o presencia de ligandos en M. leprae inductores de 

desmielinización en ratones inmunodeficientes, pero estos postulados y 

aproximaciones no son suficientespara concluir como se genera la neuropatía 

periférica producto de la infección con el M. leprae, por lo tanto aún se 

desconocen aspectos del mecanismo fisio-patológico de la lepra(Rambukkana, 

Zanazzi et al. 2002). 

 

2.5 PRESENTACIÓN CLÍNICA DE LA ENFERMEDAD 

 

Producto de la infección y patogénesis del M. leprae se desarrollan dos 

presentaciones clínicas de la enfermedad, la LT y LL (Ridley and Jopling 1966). La 

clasificación tuberculoide se ha caracterizado por la observación de una fuerte 

reacción inmunológica tipo Th1, con predominante producción de citoquinas como 

el IFNg, favoreciendo la formación del granuloma y la posibilidad de aparición de 

un resultado positivo en el Test de Mitsuda o reacción a la lepromina. El enfermo 

de Hansen clasificado con lepra lepromatosa posee diferentes lesiones en piel, 

caracterizadas por la presencia de regiones hipopigmentadas y anestésicas, con 

predominio por alta carga bacilar y respuesta inmunológica de linfocitos tipo Th2, 

con infiltrado celular T – CD8+ y granuloma ausente(Van Voorhis, Kaplan et al. 
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1982). No obstante la mayoría de personas enfermas están ubicadas en 

presentaciones intermedias denominadas clasificaciones Boderline, reconocidas 

como grupos definidos según la aproximación a las clasificaciones lepromatosa o 

tuberculoide. 

 

Por lo tanto una clasificación simplificadacon fines de utilidadterapéutica fue 

establecida por la OMS, diferenciando únicamentedos categorías de la 

enfermedad, “Multibacilar” y “Paucibacilar”; la presentación MB se caracteriza por 

numerosas lesiones de piel y una alta carga bacilar, agrupando la presentación LL, 

borderline lepromatosa (BL) y borderline borderline (BB);la clasificación 

PBpresenta lesiones en piel esporádicas con una baja carga bacilar o 

indetectable, como LT y borderline tuberculoide (BT)(1982; Britton and Lockwood 

2004), ver figura 1. 

 

Figura 1. Clasificación del espectro clínico e inmuno-patológico de la lepra. 

 

 

1: leve, 2: moderado, 3: severo. Ridley y Jopling, 1966 

 

La presentación clínica en la enfermedad de Hansen continúa siendo la estrategia 

diagnóstica, a pesar de ser una enfermedad infecciosa y la identificación del bacilo 

se establece como un método de apoyo basado en la visualización de BAAR en 

moco y linfa, en casos PB la confirmación es deficiente dado que la prueba 

utilizada requiere un número muy elevado de bacilos(Shepard and McRae 1968), 
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provocando falsos negativos enpersonascon clínica inespecífica y sin confirmación 

microbiológica, casos en los queprobablemente se observe la aparición de 

discapacidad. 

 

La discapacidad en la enfermedad de Hansen está establecida en la Guía de 

Atención de la Lepra publicada por el Ministerio de la Protección Social bajo tres 

grados de evaluación 0, 1 y 2, utilizando como indicadores de discapacidad la 

aparición de hallazgos característicos en ojos, manos o pies, donde:el grado 0 

indica ausencia de discapacidad en el enfermo de Hansen, discapacidad grado 1 

indica la presencia de anestesia en ojos, manos o pies y discapacidad grado 2 

indica la presencia de lesiones en ojo ( lagoftalmos, iritis o queratitis, opacidad de 

la córnea, pérdida de la visión parcial o total ), en manos ( ulceras y heridas, dedos 

en garra, reabsorción ósea o parálisis radial) o pies ( perforante plantar, 

reabsorciones o anquilosis de tobillo).  

 

Los casos reportados en 2012 con discapacidad grado 2 debida a la enfermedad 

de Hansen en el mundo fueron 14.409, motivo por el cual continua la promoción 

del Plan de Reducción de la Enfermedad 2011-2015 que pretende disminuir el 

tiempo de diagnóstico para la administración oportuna del tratamiento y 

consecuentemente la desaparición del grado de discapacidad, disminuyendo a su 

vez la cadena de transmisión de la enfermedad 

 

2.6 DIAGNÓSTICO 

 

El diagnóstico de la enfermedad de Hansen establecido por la OMS está 

determinado por un examen clínico cuidadoso y detallado, en búsqueda de signos 

o lesiones características de la enfermedad, manchas o marcas hipopigmentadas 

con la presencia de zonas hipoestesicas, acompañadas de pérdida de la 

percepción de la temperatura, el dolor y  engrosamiento o ensanchamiento del 

nervio periférico. Otro tipo de pruebas pueden ser implementadas como apoyo 
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diagnóstico en la enfermedad de Hansen bien sea por visualización del bacilo en 

la baciloscopia de linfa y moco nasal, el Test de Mitsuda o reacción intradérmica a 

la lepromina y el examen histopatológico. 

 

El examen por baciloscopia tiene por objetivo la visualización de BAAR mediante 

microscopia en objetivo a 100x, en muestras procedentes de moco nasal o linfa de 

los lóbulos de las orejas, codos o lesión mas reciente. El método de visualización 

del bacilo está basado en la coloración normalizada de ZN y la cuantificación de 

BAAR según la escala logarítmica de Ridley y Jopling en 1962. Para la 

cuantificación se calcula el índice bacilar (IB) según la sumatoria de cruces 

observadas divididas en el número de muestras analizadas, teniendo en cuenta el 

número de bacilos visualizados en 100 campos usando una escala de 0 a 6 +, 

donde: 

 

0+: no hay bacilos en 100 campos microscópicos observados. 

1+: 1 a 10 bacilos en 100 campos microscópicos observados. 

2+: 1 a 10 bacilos en 10 campos microscópicos observados. 

3+: 1 a 10 bacilos en cada campo microscópico observado. 

4+: 10 a 100 bacilos en cada campo microscópico observado. 

5+: 100 a 1000 bacilos en cada campo microscópico observado. 

6+: Más de 1000 bacilos en cada campo microscópico observado. 

 

La reacción intradérmica a la lepromina es una prueba inmunológica que evalúa la 

capacidad de generar una respuesta granulomatosa mayor a 5mm posterior a 3 

semanas de la inyección del bacilo no viable, existen 2 diferentes purificados de 

bacilos obtenidos de leproma humano o de armadillo, denominados 

tradicionalmente como lepromina H y lepromina A respectivamente. La dificultad 

obtenida con este tipo de prueba es la ausencia de hallazgos inflamatorios en 

pacientes con LL y BL por lo tanto serían considerados como falsos negativos a la 

reacción(Saad, Medeiros et al. 1991). 



 

30 

Otra alternativa de apoyo diagnóstico establecida para la enfermedad de Hansen 

está basada en la determinación de la respuesta humoral hacia el glicolípido 

fenólico 1, mediante la cuantificación por el método de ELISA (del inglés Enzime 

Linked Inmmunosorbent Assay) que determina anticuerpos IgM específicos contra 

el antígeno PGL-1, herramienta que resulta muy útil para la clasificación de 

pacientes lepromatosos o tuberculoides, dado que el paciente lepromatoso 

presenta altos títulos de anticuerpos (seropositividad del 80-100%) en contraste 

con el paciente tuberculoide (seropositividad 30-60%) (Buhrer-Sekula, van Beers 

et al. 2008; Moura, Calado et al. 2008; Buhrer-Sekula, Illarramendi et al. 2009; 

Zenha, Ferreira et al. 2009). 

 

Técnicas de biología molecular basadas en Southern Bloty PCR (del inglés 

Polymerase Chain Reaction) representaron la implementación de nuevas 

estrategias de identificación de M. leprae.El Southern Blot permitió la identificación 

del bacilo en muestras clínicas procedentes de pacientes multibacilares pero no en 

pacientes paucibacilares, a diferencia de la PCR, una técnica altamente sensible y 

especifica propuesta como alternativa de apoyo diagnóstico para la amplificación 

de ácidos nucléicos de diferentes blancos moleculares (Woods and Cole 1989). 

Las primeras aproximaciones realizadas para la enfermedad de Hansen con PCR 

se basaron en secuencias procedentes de los genes que codifican para las 

proteínas de 65 kDa, 36 kDa, 18 kDa, asi como las secuencias repetitivas RLEP 

(Plikaytis, Gelber et al. 1990; Kampirapap, Singtham et al. 1998; Donoghue, Holton 

et al. 2001). Estas  reacciones fueron implementadas en muestras clínicas 

procedentes de linfa, moco nasal, sangre y biopsias de piel pertenecientes a 

pacientes PB, MB y personal no enfermo, con utilidad en la identificación temprana 

o determinación subclínica del bacilo de Hansen (de Wit, Douglas et al. 1993; 

Pattyn, Ursi et al. 1993; Santos, De Miranda et al. 1993). 

 

La implementación de la PCR en la enfermedad de Hansen permitió el análisis de 

diferentes secuencias sobre el genoma del bacilo (Donoghue, Holton et al. 2001; 
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Kramme, Bretzel et al. 2004; Phetsuksiri, Rudeeaneksin et al. 2006), determinando 

para algunas de la pruebas, limites de detección de cientos de bacilos hasta 

menos de un bacilo (0,3) por microlitro (Donoghue, Holton et al. 2001), superior al 

límite establecido por el método de identificación convencional por baciloscopia, 

que demostró la identificación de 3,1 x 107 BAAR/ml (Shepard and McRae 1968). 

Por lo tanto, la implementación en este trabajo de los métodos moleculares como 

estrategia de determinación del bacilo, permitió a la población santandereana 

sospechosa de Hansen acceder a una alternativa de identificación de M. 

lepraemás sensible que los métodos convencionales, con la probable 

identificación temprana e ingreso a tratamiento de los casos falsos negativos para 

métodos convencionales antes de la aparición de discapacidad grado 2.  

 

2.7 TRATAMIENTO  

 

El tratamiento de los casos de Hansen ha sido propuesto por la OMS en 1982 

como un protocolo de Multi-Drogo-Terapia (MDT), presente en la Guía para 

Tratamiento de la Lepra, de acuerdo con la clasificación y edad del paciente.En el 

cualal paciente multibacilar se le debe administrar rifampicina (600mg, mes), 

clofazimina (300mg, mes y 50mg día) dapsona (100mg día) durante un año y al 

paciente paucibacilar rifampicina (600mg, mes) y dapsona (100mg día) durante 6 

meses. Cuando no sea posible la utilización de clofazimina o dapsona se deben 

administrar agentes de segunda línea como las fluoroquinonas, ofloxacina, 

moxifloxacina, pefloxacina, minociclinamacrolido y claritomicina (Britton and 

Lockwood 2004). 

 

Durante la ocurrencia crónica de la enfermedad y posterior a la culminación de la 

poliquimioterapia es posible que ocurran reacciones que podrían favorecer el daño 

eventual del nervio periférico. Se han descrito dos diferentes tipos de reacciones; 

reacción de tipo 1, conocida como reacción reversa (RR) y reacción de tipo II o 

eritema nodoso leproso (ENL), la RR ocurre con mayor frecuencia en pacientes 
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con clasificación de BT, BB y BL, a diferencia del ENL que ocurre frecuentemente 

en presentaciones clínicas de Hansen tipo BL y LL (Lienhardt and Fine 1994) 

Aunque estos dos tipos de reacciones raramente requieren de hospitalización, es 

muy importante determinarlas a tiempo dado que tienden a causar inflamación del 

nervio periférico como causa de la deformidad irreversible. 

 

La RR se caracteriza por la formación de edema en manos, pies y cara, con la 

presencia de eritema de las lesiones existentes, aparición de nuevas lesiones de 

piel, neuritis y pérdida sensitivo-motora. Este tipo de reacción presenta un 

infiltrado inflamatorio caracterizado por linfocitos T-CD4 y macrófagos 

diferenciados. El ENL, está caracterizado por la aparición de eritema, la presencia 

de nódulos subcutáneos en piel aparentemente normal y sintomatología sistémica 

como fiebre, adenopatías, pérdida de peso, artralgias y edema.Adicionalmente 

cuenta con la presencia de altos niveles de citoquinasproinflamatorias de tipo 

TNF-a, IL-6 e IL-1b (Sarno, Grau et al. 1991; Khanolkar-Young, Rayment et al. 

1995). 

 

En la actualidad a pesar del programa de MDT impulsado por la OMS la 

prevalencia de M. lepraea nivel mundial se encuentra en 4 casos por cada 

100.000 habitantes, considerándose como una enfermedad de interés en salud 

pública (2013).En Colombia debido a que la prevalencia nacional es inferior a 1 

caso por cada 10.000 habitantes, la enfermedad de Hansen es considerada un 

evento en eliminación, pero 11 departamentos entre ellos Santander demostraron 

0,12 a 4,73 casos por cada 100.000 habitantes, por lo tanto existen zonas al 

interior del territorio nacional como Santander que ameritan el estudio de nuevos 

factores que pueden estar asociados a la cadena de trasmisión y promueven la 

permanencia de la enfermedad (Cardona-Castro 2013).  
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2.8 ESTIGMA Y ENFERMEDAD 

 

El diagnóstico de la enfermedad de Hansen induce la aparición de factores que 

influyen la constitución de estigma en el enfermo, de tal manera que tan solo el 

uso de la denominación “Lepra” conlleva para el individuo una connotación 

amenazadora, que desde los años 50 y debido a los esfuerzos llevados a cabo por 

Stanley Stein se propone el cambio de Lepra por enfermedad de Hansen (John 

2013). Esto no solo representó un cambio conceptual en la denominación de la 

enfermedad sinotambién la aparición de un conjunto de componentes que 

modificaron las conductas y actitudes procedentes del enfermo y la sociedad, 

dependientes del entorno, los conocimientos apropiados sobre la enfermedad y el 

origen de dichos conocimientos (Ana Esmérida Delisle Griñán 2011) (Hasselblad 

1975). 

 

En la enfermedad de Hansen enel estigma se han definido 4 componentes, la 

aparición de miedos y temores por ser portador de una enfermedad estigmatizada, 

el establecimiento de condiciones o actitudes que promueven el ostracismo o 

aislamiento del enfermo, la aparición de signos y síntomas que inducen al 

ocultamiento de la enfermedad y la generación de posibles estereotipos del 

enfermo de Hansen o estereotipización (Quiles 2000; Rafferty 2005), donde: 

 

- Miedos y temores, determinado por la necesidad de inclusión social y 

modificado por la sensación de temor al rechazo durante su intento. Estos son 

evidentes durante el establecimiento de contacto con otro, involucrando como 

probabilidad la transmisión de su enfermedad (Salvador Álvarez M de J 2002). 

- Ocultamiento, se define como una expresión conductual guiada hacia la 

generación de un enmascaramiento y encubrimiento de la enfermedad, 

evitando dar a conocer atributos físicos típicos del enfermo,precisando la 

información sin mostrar verdades y sin poner en evidencia el estado 
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diagnóstico de la enfermedad, cambiándola a denominaciones de 

enfermedades menos estigmatizantes(Salazar 2001).  

- Ostracismo o aislamiento, condición que afecta las actitudes del intercambio 

social del enfermo, por la influencia de la representación social que se da a la 

enfermedad o por auto identificación, provocando expresiones de 

desconfianza, depresión y ansiedad que progresivamente generanpérdida o 

reducción del interés de generar interacción social(Kazeem and Adegun 2011). 

- Estereotipización, establecido por la presencia o ausencia de signos y 

síntomas visibles de la enfermedad, se caracteriza por dos estereotipos, el 

desacreditable que no posee signos visibles pero es un diagnóstico confirmado 

de Hansen y el desacreditado con signos evidentes.(Romero-Salazar, Parra et 

al. 1995; Roosta, Black et al. 2013) 

 

Cada uno de estos componentes del estigma juega un papel fundamental en la 

progresión de la enfermedad, dado que interfieren en la instauración de un 

tratamiento oportuno, promoviendo la permanencia de la cadena de transmisión y 

la progresión a la discapacidad grado 2. Las actitudes y el estigma pueden ser 

modificados mediante la apropiación del conocimiento adecuado y dirigido a la 

identificación de la enfermedad, por lo tanto las publicaciones basadas en el 

análisis del estigma promueven la evaluación de sociedades aledañas a enfermos 

de Hansen y su capacitación como alternativa de intervención social (Ramirez-

Soltero 1990; Valera 2006; Ana Esmérida Delisle Griñán 2011; Fundora 2011).  

 

Este trabajo estableció la identificación de bacilo en casos sospechosos de 

padecer enfermedad de Hansen,mediante la amplificación del fragmento RLEP 3 

del ADN de M. leprae, usando la estrategia molecular en muestras de interés 

clínico como linfa, moco nasal y biopsia de piel, mejorando el límite de detección 

de las pruebas microbiológicas y reduciendo la probabilidad de aparición de casos 

falsos negativos por identificación convencional.Adicionalmente se estableció por 

primera vez en Colombia mediante este trabajo de grado los casos que una vez 
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identificadospodrían experimentar actitudes que según su comprensión y 

conocimiento de la enfermedad favorecerán la presencia de temores, inducidos 

por la percepciones o estigmas que tenga sobre su enfermedad la población que 

lo rodea, provocando en ellos un aumento de la probabilidad de aparición de la 

discapacidad grado 2. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

La lepra es considerada como un problema de salud pública y  actualmente las 

estrategias de la OMS están dirigidas al diagnóstico temprano y disminución de la 

discapacidad, por lo tanto este estudio analiza la enfermedad basado en dos 

abordajes complementarios, la identificación molecular de M. leprae en muestras 

clínicas usadas como apoyo diagnóstico y el análisis del entorno social, desde el 

enfermo como papel fundamental para la resorción de la enfermedad o desde la 

sociedad como estrategia de identificación de la lepra. Por lo tanto para el análisis 

en este trabajo y cumplimiento de los objetivos se estableció: 

 

3.1 OBJETIVO 1 Y 2 

 

Implementación e identificación de M. leprae en muestras de pacientes 

sospechosos de padecer enfermedad de Hansen. 

 

3.1.1 Diseño del Estudio. Estudio de corte transversal desarrollado en la Zona 

Metropolitana de Bucaramanga durante los años 2012 y 2013. 

 

3.1.2 Población de Estudio 1. Compuesta por 46 personas sintomáticas de piel 

consospecha clínica de padecer enfermedad de Hansen quefueron captadas por 

el “Mycobacterium” Laboratorio de Investigación y Extensiónadscrito a la Escuela 

de Bacteriología y Laboratorio Clínico de la Universidad Industrial de Santander 

(UIS).  

 

3.1.3 Tipo de Material Analizado. Por medio del “Mycobacterium” Laboratorio de 

Investigación y Extensión se realizaron campañas de muestreo en el Laboratorio 

Clínico y en el Laboratorio de Patología de la Universidad Industrial de Santander, 

se obtuvieron muestras clínicas procedentes de pacientes sospechosos de 

padecer enfermedad de Hansen correspondientes a linfa de las láminas para 
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baciloscopia de Hansen, moco nasal obtenido por hisopado y biopsia de piel 

obtenida por sacabocados.Las muestras que no fueron obtenidas para cada 

individuo se debieron a que no existió necesidad por identificación por 

baciloscopía o a la negación del material durante el muestreo por parte del 

participante. 

 

- 44 láminas para baciloscopia fueron identificadas, marcadas, coloreadas por 

ZN y leídas en búsqueda de BAAR, las muestras de linfa fueron conservadas 

para la posterior extracción de ácidos nucléicos e identificación molecular.  

 

- 24 muestras de moco nasalextraído por hisopado fueron obtenidas de los 

pacientes sospechosos de Hansen y conservadas a -20˚ C, hasta su posterior 

extracción de ácidos nucléicos e identificación molecular. 

 

- 28 biopsias de piel embebidas en alcohol al 70 % fueron registradas y 

almacenadas en congelación a -70˚ C hasta su posterior maceración, 

extracción de ácidos nucleícos e identificación de M. leprae por pruebas 

moleculares en el Laboratorio Central de Investigaciones de la UIS. 

 

Un registro de la identificación del paciente, edad, procedencia, clasificación, 

condición de ingreso, baciloscopia de ingreso, condición de tratamiento durante el 

estudio, estado de discapacidad y tipo de muestra obtenida, puede ser visualizado 

en la tabla N˚ 1. 

 

 



 

38 

Tabla N˚ 1. Registro de hallazgos determinados para la población con sospecha clínica utilizada en la identificación 

de M. leprae. 

 

N˚ 

Edad en 

años 
Municipio 

Clasificación 

según la OMS 

Condición 

de ingreso 

Baciloscopía 

de ingreso 

Tratamiento  

durante el estudio 

Grado de 

discapacidad 

Muestra 

F M Baciloscopia 
Moco 

nasal 

Biopsia 

de piel 

1 34 SD Piedecuesta MB Nuevo 1 En tratamiento 0 1 SM SM 

2 SD 40 Piedecuesta MB Nuevo 1 En tratamiento 0 1 SM SM 

3 SD 56 Mogotes Multibacilar Recidiva 0,8 En tratamiento 1 1 SM 1 

4 SD 38 Mogotes Multibacilar Nuevo No registró En tratamiento 0 1 SM 1 

5 SD 74 Mogotes Multibacilar Nuevo 2,8 En tratamiento 1 1 SM 1 

6 SD 73 Cimitarra Multibacilar Nuevo No registró En tratamiento 1 1 SM 1 

7 SD 47 Cimitarra Multibacilar Nuevo 2 En tratamiento 0 1 SM 1 

8 SD 22 Cimitarra Multibacilar Nuevo 2,6 En tratamiento 0 1 SM 
 

9 SD 50 Cimitarra Multibacilar Nuevo 2 En tratamiento 1 1 SM 1 

10 40 SD Cimitarra Paucibacilar Contacto No registró Apoyo diagnóstico 0 1 SM SM 

11 SD 46 El Carmen Paucibacilar Nuevo 0 En tratamiento 2 1 SM SM 

12 SD 84 El Carmen Paucibacilar Nuevo 0 En tratamiento 2 1 SM SM 

13 53 SD El Carmen Multibacilar Nuevo 2,2 En tratamiento 0 1 SM SM 

14 56 SD El Carmen No registró Nuevo No registró No registró No registró 1 SM SM 

15 SD 75 Barrancabermeja Multibacilar Nuevo 0,6 En tratamiento 0 1 SM SM 

16 SD 35 Barrancabermeja No registró Nuevo No registró No registró No registró 1 SM SM 

17 32 SD Barrancabermeja No registró Nuevo No registró No registró No registró 1 SM SM 

18 SD 51 Barrancabermeja No registró Nuevo No registró No registró No registró 1 SM SM 

19 72 SD Bucaramanga Paucibacilar Nuevo 0 En tratamiento 0 1 1 1 

20 SD 40 Piedecuesta Multibacilar Nuevo 1 En tratamiento 0 1 1 1 
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N˚ 

Edad en 

años 
Municipio 

Clasificación 

según la OMS 

Condición 

de ingreso 

Baciloscopía 

de ingreso 

Tratamiento  

durante el estudio 

Grado de 

discapacidad 

Muestra 

F M Baciloscopia 
Moco 

nasal 

Biopsia 

de piel 

21 SD NR Bucaramanga No registró Nuevo No registró No registró No registró 1 1 1 

22 60 SD Bucaramanga Paucibacilar Nuevo 0 En tratamiento 0 1 1 1 

23 SD 66 Barrancabermeja Multibacilar Nuevo 2,2 En tratamiento 0 1 1 1 

24 46 SD Bucaramanga Multibacilar Nuevo No registró En tratamiento 0 1 1 1 

25 SD 81 Bucaramanga Multibacilar Recidiva 2,2 En tratamiento 2 1 1 1 

26 67 SD Girón No registró Nuevo No registró En tratamiento 0 1 1 1 

27 57 SD Puerto Guiches Paucibacilar Nuevo 0 En tratamiento 0 1 1 1 

28 69 SD Floridablanca Multibacilar Nuevo 2,4 En tratamiento 0 1 1 1 

29 SD 10 Bucaramanga Multibacilar Nuevo 0,8 En tratamiento 0 1 1 1 

30 SD 60 Bucaramanga Multibacilar Nuevo No registró En tratamiento No registró 1 1 1 

31 35 SD Piedecuesta Multibacilar Nuevo 1 En tratamiento 0 1 1 1 

32 63 SD Aratoca Multibacilar Nuevo 0,2 En tratamiento 0 SM SM 1 

33 SD 66 Ocamonte No registró Nuevo No registró No registró No registró 1 SM 1 

34 SD 37 Ocamonte No registró Nuevo No registró No registró No registró 1 SM 1 

35 SD 43 Ocamonte Multibacilar Nuevo No registró En tratamiento 1 1 SM 1 

36 SD 42 San Gil Paucibacilar Contacto 0 Apoyo diagnóstico 0 1 1 1 

37 SD 73 Contratación Multibacilar Recidiva No registró En tratamiento 2 1 1 1 

38 SD 51 Contratación Multibacilar Nuevo 1,6 En tratamiento 1 1 1 1 

39 SD 38 Contratación No registró Nuevo No registró No registró No registró 1 1 1 

40 SD 58 Contratación Multibacilar Nuevo 2 En tratamiento 0 1 1 SM 

41 SD 68 Contratación Multibacilar Nuevo 2,6 En tratamiento 2 1 1 SM 

42 SD 18 Contratación No registró Nuevo No registró No registró No registró 1 1 SM 

43 60 SD Contratación No registró Nuevo No registró No registró No registró SM 1 SM 

44 SD 38 Girón No registró Contacto 0 Apoyo diagnóstico 0 1 1 SM 
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N˚ 

Edad en 

años 
Municipio 

Clasificación 

según la OMS 

Condición 

de ingreso 

Baciloscopía 

de ingreso 

Tratamiento  

durante el estudio 

Grado de 

discapacidad 

Muestra 

F M Baciloscopia 
Moco 

nasal 

Biopsia 

de piel 

45 SD 48 Girón No registró Contacto 0 Apoyo diagnóstico 0 1 1 SM 

46 SD 37 
Vereda San Benito-

Playon 
Paucibacilar Contacto 0 Apoyo diagnóstico 0 1 1 1 

SD: sin dato, NR: no registró, SM: sin muestra. 
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3.1.4 Extracción de Ácidos Nucléico 

 

3.1.4.1 Linfa Procedente de Lámina Para Baciloscopia de Hansen. Se empleó 

el protocolo descrito por Van der Zanden AG y col. en 1998 (van der Zanden, 

Hoentjen et al. 1998) y modificado por Fontes AN y col. en 2012 (Fontes, Gomes 

et al. 2012), donde se utilizóla adición de 25 µl agua ultra pura a cada una de las 

muestras fijadas en la lámina para microscopio, posteriormente se retiró el 

material de la lámina por raspado y se traspasó a un vial que contenía una mezcla 

en partes iguales de Chelex-100 (SIGMA-Aldrich) al 15%, la mezcla se incubó 30 

minutos a 99 ˚C y se centrifugó a 14.462 g por 10 minutos, el sobrenadante 

extraído correspondió al ADN que fue almacenado a -20˚ C hasta que se utilizó 

para la identificación de M. leprae por métodos moleculares. 

 

3.1.4.2 Moco Obtenido por Hisopado Nasal. Se empleó el protocolo de 

extracción de ácidos nucléicos descrito por Guerrero M I y col. en 2002 (Guerrero, 

Arias et al. 2002), constituido por la suspensión del hisopo de algodón en 1,5 ml 

de TRIS-HCl 1mM y la separación en tres viales de 1,5 para su almacenamiento a 

-20˚ C  hasta su posterior empleo en los métodos de identificación molecular. 

 

3.1.4.3 Biopsia de Piel. Se empleó el protocolo descrito por Van Soolingen (van 

Soolingen, Hermans et al. 1991) modificado durante la fase de lisis celular y 

degradación de proteínas, constituida por tres periodos de incubación, 37 ˚C por 

24 horas, 37 ˚C - 2 horas y 65 ˚C - 15 minutos, a cada una de estas muestras se 

les adicionó 10 µl de proteinasa K (10 mg/ml), 50 µl de lisozima (10mg/ml) y la 

mezcla de 100 µl de SDS 10% con 10 µl de proteinasa K respectivamente. La fase 

de separación de componentes fue desarrollada según lo descrito por Van 

Soolingen en la cual se utiliza CTAB, NaCl, cloroformo y alcohol isoamílico (24:1), 

la precipitación de ácidos nucléicos fue llevada a cabo mediante el empleo de 

isopropanol absoluto y etanol al 70%, el ADN extraído fue almacenado a -20˚ C 

hasta que se utilizó para la identificación del M. leprae por métodos moleculares. 
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3.1.5 Identificación Molecular del M. leprae. Se realizó una PCR anidada 

basada en la secuencia RLEP 3, usando los iniciadores descritos por Donogue y 

col. en 2001. Los iniciadores empleados para la amplificación del fragmento inicial 

de 129 pb fueron LP1 5’-TGCATGTCATGGCCTTGAGG-3’ y LP2 5’-

CACCGATACCAGCGGCAGA A -3’, las muestras o ADN que no presentaron 

amplificación para la primera reacción fueron empleadas en la segunda reacción, 

para ello se utilizaron 2 µl de una dilución 1:400 del amplificado inicial. Los 

iniciadores utilizados para la amplificación del segundo fragmento de 99 pb fueron, 

LP3 5’-TGAGGTGTCGGCGTGGTC-3’ y LP4 5’-CAGAAATGGTGCAAGGGA-3’, 

los amplificados de cada reacción fueron visualizadospor electroforesis en gel de 

agarosa al 2.5%, 0,5 mg de Bromuro de Etidio y un corrido electroforético de 1 a 2 

horas a 90 mV. 

 

Para la reacción se empleó el estuche para Mezcla Maestra de PCR (2x) número 

de catalogo K0172 presente en el catalogo comercial de FERMENTAS, se 

utilizaron 12.5 µl de mezcla de reacción, 4.5 µl de agua, 0.5 µl de iniciador a 10 

µM y 2 µl correspondientes aproximadamente a 40 ng de ADN, el protocolo de 

amplificación se desarrolló en el equipo BIO RAD utilizando un ciclo inicial a 94˚C 

(2 min), 40 ciclos de 94˚C (30 seg), 61˚C (45 seg) 72˚C (30 seg) y un ciclo de 

extensión final a 72˚C (5 min). 

 

Como control positivo se utilizó el ADN de la cepa Thai-53 y el ADN extraído de 

Lepromina A, que contenía 4.0*107 bacilos por 10 ml producida por el Schieffelin 

Institute Of Health – Research & Leprosy Centre,  Karigiri – India, amablemente 

provistos por el Instituto Oswaldo Cruz – FIOCRUZ, Rio de Janeiro Brasil y la 

Universidad CES, Medellín Colombia, respectivamente. El control negativo de la 

amplificación fue preparado con agua y todas las muestras en las que se observó 

un resultado de amplificación negativo fueron evaluadas aumentando la 

concentración de ADN por reacción y se realizó un control de inhibidores por 

muestra. 
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Aquellos fragmentos que fueron negativos para la amplificación por RLEP fueron 

amplificados para el 16S rRNA, los iniciadores utilizados para tal efecto 

fueronprovistos por E. Tortoli en 2013, las secuencias de los iniciadores para la 

amplificación del fragmento de 500 pb fueron ET1 5’-GTATTACCGCGGCTGCTG-

3’ y ET2 5’-AAGAGTTTGATCATGGCTCAG –3’, las condiciones de amplificación 

fueron llevadas a 50 µl de volumen final, constituidos por 5 µl de tampón, 0.2 µl de 

Taq platinum (5 U/µl), 1 µl MgCl2 (50 mM), 2 µl de cada iniciador (10 µM), 4 µl de 

dNTP (2.5 mM) y 31.8 µl de agua, para cada reacción se emplearon 4 µl de ADN.  

Una vez obtenido el amplificado fue enviado a CORPOGEN, empresa comercial 

encargada de la secuenciación. Las secuencias obtenidas fueron alineadas en 

BLAS nt en la plataforma WEB del NCBI yse seleccionó la secuencia de la cual se 

obtuvo el mayor porcentaje de similitud e identidad procedente del análisis del 16S 

rRNA. 

 

3.1.6 Establecimiento de Genotipos. En las muestras de biopsia de piel en que 

se determinó la presencia de ADN de M. leprae mediante RLEP, se implementó un 

protocolo de genotipificación basado en la variabilidad genética de 3 SNP, que 

permitan la clasificación del M. leprae en 4 genotipos.(Monot, Honore et al. 2005) 

 

Para ello se amplificaron mediante PCR las secuencias de los  SNP ubicados en 

las posiciones 14.676, 1.642.875 y 2.935.685, utilizando como iniciadores para la 

amplificación de la posición 14.676 el 5’-AATGGAATGCTGGTGAGAGC-3’ y 5’-

CAATGCATGCTAGCCTTAATGA-3’, para el SNP en la posición 1.642.875 el 5’- 

TGCTAGTTTAACCGAGTACTGCTA-3’ y 5’-GTAGTAGTCTTCCAAGTTGTGGTG-

3’, para el SNP en la posición 2.935.685 el iniciador 5’- 

ATCTGGTCCGGGTAGGAATC -3’ y 5’- ACCGGTGAGCGCACTAAG -5’. Las 

secuencias, los amplificados y el SNP están ubicados en la Tabla N˚ 2.  
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Tabla N˚ 2. Secuencias para determinación de genotipos por SNP en M. leprae. 

 

ID. Amplificado de 194 pb de M.leprae TN posición 14528-14721 

Secuencia AATGGAATGCTGGTGAGAGCTTCACGCGGCGTATAGCGACCAGATCCCCCA

TCTGAGTGAAGTACGAATTCGTTGAACAGTCTCGTAACCGTGTTTTCGACGA

AGTACTTTATTGTGTTAACAACGCTGCCGGTCTTCTAATGGAGACCTGAGAA

TAGACTTTTCCAAGCCTTCATTAAGGCTAGCATGCATTG 

ID Amplificado de 189 pb de M.leprae TN posición 1642737-1642925 

Secuencia TGCTAGTTTAACCGAGTACTGCTAGTTTAACTGGGCGCAGAGGAACAGTTGC

AAGGCGGCATGTGCGGCTTCATGGCTCGTCACAAATCCGAGTTTGAATGCG

ACCAAACGTACTTTCTGAATTTCGGCACGATCGGCGTGCTGGGAGCTGATC

ATGCTCGAGGGCACCACAACTTGGAAGACTACTAC 

ID Amplificado de 180pb de M.leprae TN posición 2935537-2935716 

Secuencia ATCTGGTCCGGGTAGGAATCCTTGACCGACTCGGAGAATTTCTATGCAAGTT

TGAGGTACGGTGGTGTCGGTCTCCATCCAGATTAAATCGACTAACGGCGCA

TAGATTTTTGCCCGAGCGATACAGAGCTCGATGCCGTTCTTGGCGAGGTAG

AAACCGCCCTTAGTGCGCTCACCGGT 

Fuente: Monot, Honore et al. 2005 

 

El contenido de la reacción fue llevado a 25 µl de volumen final, constituidos por 

2.5 µl de tampón, 0,5 µl de Taq platinum (5 U/µl), 0.75 µl MgCl2 (50 mM), 0.5 µl de 

cada iniciador (10 µM), 0.2 µl de dNTP (2.5 mM) y 18,05 µl de agua, para cada 

reacción se emplearon 2 µl correspondientes aproximadamente a 40 ng/µl de 

ADN. Las condiciones del programa para la amplificación fueron:denaturación 

inicial a 94˚C (3 min), seguido de 45 ciclos de 94˚C (60 seg), 55˚C (60 seg), 72˚C 

(120 seg) y un ciclo de extensión final de 72˚C (10 min).  

 

El producto de la amplificación para la variación ubicada en la posición 2.935.685 

fue digerido utilizando 5 unidades (U) de la enzima de restricción BstUl 

(5’…CGᴧCG...3’) durante 1 hora a 60˚C. La presencia de digestión identificó los 

genotipos 3 y 4, por lo tanto para su discriminación se amplificó la región de la 

variación 14.676, su amplificado fue digerido utilizando 5 U de enzima de 

restricción Smll(5’…CᴧCTGAG…3’) durante 1 hora a 55˚C, la presencia de 
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digestión determinó el genotipo 4 y la ausencia el genotipo 3. La identificación de 

los genotipos 1 y 2 establecidos por la ausencia de digestión con BstUl, se llevó a 

cabo mediante la secuenciación del amplificado que contenía el polimorfismo en la 

posición 1.642.875. La electroforesis para visualización de los amplificados y sus 

digestiones fue en un gel de agarosa al 2.5%, 0.5 mg de Bromuro de Etidio y un 

corrido electroforético de 1 hora a 90 mV. 

 

3.2 OBJETIVO 3 

 

Estudio de los factores sociales de la población analizada que podrían favorecer la 

persistencia de la enfermedad en Santander. 

 

3.2.1 Población de Estudio 2 y 3. El análisis de los factores sociales se 

desarrolló sobre 2 poblaciones denominadas población 2 y 3, constituidas por 

personal afectado y no afectado por la enfermedad de Hansen. 

 

- Población 2: compuesta por 54 personas previamente diagnosticadas con 

enfermedad de Hansen y asistentes al centro de apoyo de la Enfermedad en 

Bucaramanga – Santander. 

- Población 3, constituida por 120 personas no enfermas seleccionadas por el 

método aleatorio simple que han cumplido con los siguientes criterios de 

inclusión, ser residentes en la Zona Metropolitana de Bucaramanga, no 

padecer enfermedad de Hansen, no tener parentesco con personas afectadas 

y haber residido en una comunidad donde se hubiese diagnosticado por lo 

menos un caso de Hansen. 

 

3.2.2 Tipo de Material Analizado. Para la identificación de los factores sociales 

que podrían ser determinantes en la permanecía de la enfermedad se diseñó una 

herramienta de recolección de información aplicada a la población afectada y no 

afectada por la enfermedad de Hansen, que fue empleada garantizando la 
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confidencialidad de la información y anonimato del participante, según lo 

establecido en la Ley Estatutaria 1581 de 2012 de Colombia y Reglamentada 

Parcialmente por el Decreto Nacional del Congreso Colombiano 1377 de 2013. 

Cada participante firmó el registro de consentimiento informado y aceptó su 

participación voluntaria.  

 

El instrumento de recolección de información con su instructivo de diligenciamiento 

se validó mediante una prueba piloto. 

 

El instrumento empleado en la población no afectada contenía 43 preguntas 

distribuidas de la siguiente manera: 

 

- 8 preguntas relacionadas con la identificación y caracterización social de los 

participantes. 

- 16 preguntas con el objetivo de evaluar los conocimientos sobre diagnóstico, 

transmisión, tratamiento de la enfermedad, estableciendo cuatro grupos de 

conocimiento para el análisis de la información: 

 Grupo A: conoce o ha escuchado la enfermedad llamada lepra. 

 Grupo B: conoce o ha escuchado la enfermedad llamada lepra y además 

conoce el mecanismo de contagio. 

 Grupo C: conoce o ha escuchado la enfermedad llamada lepra, conoce el 

mecanismo de contagio y además identifica los primeros síntomas y 

diagnóstico de la enfermedad. 

 Grupo D: conoce o ha escuchado la enfermedad llamada lepra, conoce el 

mecanismo de contagio, identifica los primeros síntomas y diagnóstico de la 

enfermedad y además reconoce la existencia de tratamiento. 

 

La fuente de los conocimientos acerca de la enfermedad se estableció mediante 

preguntas sobre la adquisición de información a partir de instituciones 

académicas, medios de comunicación como radio, prensa y televisión, información 



 

47 

recibida voz a voz por parte de terceras personas, lectura de la biblia y la variable 

de desconocimiento u otros. 

 

- 19 preguntas dirigidas a determinar la presencia de componentes del estigma:  

 El temor, en el cual se establecieron dos poblaciones para estudiar los 

participantes; población temerosa y población no temerosa de contraer la 

enfermedad.  

 El ocultamiento de la enfermedad y establecimiento de condiciones promotoras 

de ostracismo o aislamiento del enfermo. 

 La estereotipización, definida mediante dos imágenes dependientes de la 

presencia de síntomas visibles en el enfermo, utilizando la palabra “leproso” 

como la persona diagnosticada sin síntomas visibles con estereotipo 

desacreditable o la palabra “deforme” como la persona diagnosticada con 

síntomas visibles y de estereotipo desacreditado.(Hasselblad 1975; Quiles 

2000; Salazar 2001) 

 

Figura 2. Instrumento de recolección de información “Población no afectada” 

 

 



 

48 

 

 

 
 

El instrumento empleado en la población afectada contenía 145 preguntas 

distribuidas de la siguiente manera: 

 

- 5 preguntas relacionadas con la identificación y caracterización social de los 

participantes. 

- 15 preguntas con el objetivo de evaluar en el conviviente o familiar del paciente 

los conocimientos sobre diagnóstico, transmisión, tratamiento de la 

enfermedad, con el objetivo de establecer los 4 grupos previamente 

enunciados. 
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- 57 preguntas dirigidas a determinar la presencia de los componentes del 

estigma, previamente enunciados.  

- 33 preguntas dirigidas al establecimiento de presencia de las barreras de 

acceso al sistema de salud. 

- 35 preguntas que permitían evaluar la presencia de discapacidad en el 

enfermo de Hansen. 

 

Figura 3. Instrumento de recolección de información “Población afectada” 
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3.3 ANÁLISIS DE DATOS 

 

Se realizó mediante la herramienta de cálculo guiado por ordenador “Excel 2007” 

presente en la licencia de la Universidad Industrial de Santander ofrecido por 

Microsoft Office 2007. 
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4. CONSIDERACIONES ÉTICAS 

 

Estudio aprobado por el Comité de Ética de la Universidad Industrial de Santander 

garantizando la confidencialidad de la información y anonimato del participante, 

según lo establecido en la Ley Estatutaria 1581 de 2012 de Colombia y 

Reglamentada Parcialmente por el Decreto Nacional del Congreso Colombiano 

1377 de 2013. Cada participante firmó el registro de consentimiento informado y 

aceptó su participación voluntaria en el estudio.  

 

Las muestras aquí utilizadas sonrutinarias para el diagnóstico de Hansen en la 

Guía de Atención de la Lepra y no representaron una molestia mayor para el 

participante. El personal investigador contó con el equipo de protección personal, 

afiliación a una aseguradora de riesgos profesionales (ARP) y el cubrimiento en 

salud por parte de una Entidad Promotora de Salud.El “Mycobacterium” 

Laboratorio  de Investigación y Extensión adscrito a la Escuela de Bacteriología y 

Laboratorio Clínico y  el Laboratorio Central de Investigaciones de la Universidad 

Industrial de Santander, lugares en los que se realizaron los procedimientos 

respectivos, cuentan con la infraestructura requerida para garantizar la 

bioseguridad y biocontención del microorganismo. 
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5. RESULTADOS 

 

La población seleccionada para el análisis de identificación es la población número 1, está compuesta por 44 

participantes procedentes de 14 municipios de Santander, con mayor concentración de casos en los municipios de 

Bucaramanga y Contratación, un análisis del número de casos, edad promedio y porcentajes según género, 

clasificación y discapacidad puede ser observado en la tabla N˚ 3.  

 

Tabla N˚ 3. Características sociodemográficas de la población con sospecha clínica de enfermedad de Hansen 

“población 1”. 
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5.1 ESTANDARIZACIÓN DEL PROTOCOLO DE IDENTIFICACIÓN 

MOLECULAR DEL M. leprae. 

 

Objetivo cumplido número 1: implementación de una metodología de 

identificación molecular de M. leprae en muestras de pacientes sospechosos de 

padecer enfermedad de Hansen.  

 

Para la implementación de la metodología molecular de identificación se 

estandarizó un protocolo de identificación basado en la reacción y los iniciadores 

propuestos por Donogue y col. en 2001, pero usando como reactivos para PCR el 

estuche comercial de FERMENTASPCR mezcla maestra (2x), donde la enzima, el 

cloruro de magnesio, el tampón de reacción estaban incluidos en una mezcla 

maestra de reacción.El proceso de estandarización se inició según las condiciones 

del fabricante con un volumen de 50 µl por reacción y se optimizó hasta un 

volumen de 20 µl, en el que se usaron12,5 µl de mezcla maestra, 4.5 µl de agua, 

0.5 µl de iniciador y 2 µl ADN por muestra.El protocolo de amplificación fue 

modificado variando la temperatura de anillamiento de los iniciadores mediante el 

empleo de un gradiente de temperatura de 55˚C a 65˚C para la PCR directa y la 

anidada, se estableció como protocolo de reacción un ciclo inicial a 94˚C (2 min), 

40 ciclos de 94˚C (30 seg), 61˚C (45 seg) 72˚C (30 seg) y un ciclo de extensión 

final a 72˚C (5 min). El amplificado fue visualizado en un gel de agarosa al 2,5 % 

durante 1 hora a 90 mV. figura N˚ 4 y 5. 
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Figura N˚ 4. Gradiente de temperatura de anillamiento para PCR directa. 

 

 

C-: control negativo (Agua). MM: marcador de peso (50 pb). 

 

Figura N˚ 5. Gradiente de temperatura de anillamiento para PCR anidada. 

 

 

C-: control negativo (Agua). MM: marcador de peso (50 pb). 

 

Para cada una de las reacciones se estableció el límite de detección mediante la 

realización de diluciones seriadas de 1 ng de ADN control perteneciente a la cepa 

de M. leprae Thai-53.En la PCR directa se determinó un amplificado positivo a la 
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dilución correspondiente a 1 x 10-3 ng, equivalente a 1 picogramo de ADN de M. 

leprae que representa un total de 312 bacilos aproximadamente. 

 

Figura N˚ 6. Límite de detección para PCR directa. 

 

 

C-: control negativo (Agua). MM: marcador de peso (50 pb). 

 

En la PCR anidada se determinó un amplificado positivo en la dilución 

correspondiente a 1ng * 10-6, equivalente a 1 femtogramo de ADN de M. leprae 

que representa menos de un bacilo es decir 0,3 bacilos. 
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Figura N˚ 7. Límite de detección para PCR anidada. 

 

 

C-: control negativo (Agua). MM: marcador de peso (50 pb) 

 

5.2 ANÁLISIS PARA LA DETERMINACIÓN DE LA METODOLOGÍA DE 

IDENTIFICACIÓN MOLECULAR BASADOS EN LA POBLACIÓN DE ESTUDIO 

NÚMERO 1. 

 

Objetivo cumplido número 2: identificación molecular del M. leprae en muestras 

provenientes de pacientes sospechosos de padecer enfermedad de Hansen. 

 

La metodología de identificación molecular estuvo dirigida hacia la búsqueda del 

bacilo en muestras presentes en la Guía de Atención de la Lepra, perteneciente a 

las guías de promoción de la salud y prevención de enfermedades en salud 

pública. Una vez se estableció la muestra de interés, se preguntó al paciente 

sospechoso de Hansen si aceptaba voluntariamente su participación en el estudio, 

mediante su aceptación del consentimiento informado y la toma de muestras de 

linfa para baciloscopia de Hansen, moco nasal por hisopado y biopsia de piel. Se 

obtuvieron un total de 44 láminas para baciloscopia de Hansen, 24 mocos nasales 

por hisopado y 28 biopsias de piel.  
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Las muestras fueron sometidas a análisis de identificación de M. leprae, mediante 

la amplificación de las secuencias RLEP por el empleo de la técnica de PCR 

anidada, que consta de una primera reacción denominada PCR directa que 

amplifica un fragmento inicial de 129 pb, seguidos de una segunda reacción 

denominada PCR anidada que amplifica un fragmento de 99 pb y usa como DNA 

el producto de la reacción directa diluido 1:400.   

 

5.2.1 Análisis de Identificación Basados en la PCR Directa 

 

5.2.1.1 Muestras de Linfa Extraídas a Partir de Láminas Para Baciloscopia. 

Las láminas obtenidas fueroncoloreadas por ZN y leídas según la escala 

logarítmica  de Ridley y Jopling en 1962, las muestras presentes en cada lámina 

correspondieron a moco nasal, linfa de lóbulo de oreja izquierda (LLI), linfa de 

lóbulo de la oreja derecha (LLD), linfa de codo izquierdo (LCI) y linfa de codo 

derecho (LCD).   

 

La lectura de cada una de las láminas permitió establecer que 20/44 presentaron 

un IB = 0,en un total de 21/44se observó un IB entre 0,1 y 1,0 y tan solo en3/44 

muestras analizadas se identificó un IB superior a 1 pero no superior a 3.Por lo 

tanto en el 45 % de los participantes que poseían lámina para ZN se obtuvo un IB 

= 0, clasificados como casos PB, donde los hallazgos clínicos terminan siendo la 

única alternativa de identificación de la enfermedad, que ante la sospecha de un 

caso con clínica inespecífica no confirmado por la presencia de BAAR, podría 

corresponder a un caso falso negativo para Hansen.  

 

El número de bacilos encontrados por muestra en 21/44, estuvo en promedio en 1 

a 10 bacilos por 100 campos, correspondiente a los casos con IB entre 0,1 y 

1,0.Ahora bien si para garantizar una buena lectura de cada una de las 

baciloscopias en este estudio no se leyeron estrictamente 100 campos, sino un 

mayor número de campos correspondientes a la totalidad de la muestra presente 
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en la lámina, la probabilidad de encontrar un bacilo (correspondiente a IB = 0,2) 

sería menor durante la lectura convencional llevada a cabo en tan solo 100 

campos, reduciéndose aun más la capacidad de confirmar la enfermedad. Ver 

tabla N˚ 4. 

 

Para cada una de las láminas se realizó extracción de ácidos nucléicos teniendo 

en cuenta las siguientes especificaciones: personas con dos láminas obtenidas en 

mismo momento, una de ellas fue utilizada para lectura y la otra se utilizó para 

extracción de ácidos nucléicos: personas con una lámina se utilizó para lectura por 

ZN, posteriormente se seleccionó 2 de las cuatro muestras de linfa en la lámina 

para la realización de extracción de ácidos nucléicos, garantizando que la 

identificación de los BAAR se mantuviera en por lo menos una de las muestras 

visualizadas por lámina, para su posterior comprobación. Ver figura N˚ 8. 

 

Figura N˚ 8. Selección de muestra para extracción de ADN de baciloscopia. 

 

N˚ de 
muestra 

Resultado lectura de Baciloscopía 

Moco LLI LLD LCI LCD IB 

1 0 0 + 0 0 0,2 

 

Color gris: muestra usada para extracción de ADN. 0: ausencia de BAAR. 

 

 

 

 

 

 

 

Extracción ADN Extracción ADN 

Mantenida en la lámina para comprobación  Mantenida en la lámina para comprobación  
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Tabla N˚ 4. Identificación molecular en muestras de baciloscopia para Hansen 

 

N˚ de muestra 
Resultado lectura de Baciloscopía RLEP 

Moco LLI LLD LCI LCD IB Directa Anidada 

1 0 ++ + + ++ 1,2 Positivo Positivo 

2 0 + + + + 0,8 Negativo Negativo 

3 0 0 0 0 0 0 Negativo Positivo 

4 0 0 0 0 + 0,2 Negativo Positivo 

5 0 0 + 0 + 0,4 Negativo Negativo 

6 0 0 + 0 + 0,4 Negativo Negativo 

7 + 0 0 0 +++ 0,8 Negativo Negativo 

8 0 0 0 0 0 0 Negativo Positivo 

9 0 +++ + 0 + 1 Negativo Negativo 

10 0 0 0 0 0 0 Negativo Positivo 

11 0 +++ 0 0 0 0,6 Negativo Negativo 

12 + 0 0 0 0 0,2 Positivo Positivo 

13 0 + + 0 0 0,4 Positivo  Positivo 

14 0 0 0 0 0 0 Positivo  Positivo 

15 0 + 0 0 0 0,2 Negativo Negativo 

16 0 0 0 0 0 0 Positivo Positivo 

17 + 0 0 0 0 0,2 Positivo Positivo 

18 +++ +++ +++ +++ +++ 3 Negativo Positivo 

19 0 0 0 0 0 0 Negativo Positivo 

20 0 +++ 0 0 0 0,8 Positivo Positivo 

21 +++ 0 0 + ++ 1,2 Negativo Positivo 

22 0 0 0 0 0 0 Negativo Negativo 

23 0 + +++ 0 0 0,8 Negativo Negativo 

24 0 + + 0 0 0,4 Negativo Positivo 

25 0 0 0 0 0 0 Positivo Positivo 

26 0 0 0 0 0 0 Negativo Positivo 

27 0 0 0 0 0 0 Positivo Positivo 

28 0 0 ++ + + 0,8 Positivo Positivo 

29 0 0 0 0 0 0 Positivo Positivo 

30 0 0 0 0 0 0 Negativo Negativo 

31 0 + 0 + 0 0,4 Negativo Positivo 

33 0 0 0 + ++ 0,6 Positivo Positivo 

34 0 0 0 0 0 0 Positivo Positivo 

35 0 0 0 0 0 0 Positivo Positivo 

36 0 0 0 0 0 0 Positivo Positivo 

37 0 0 0 0 + 0,2 Positivo Positivo 

38 0 0 0 0 0 0 Positivo Positivo 
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N˚ de muestra 
Resultado lectura de Baciloscopía RLEP 

Moco LLI LLD LCI LCD IB Directa Anidada 

39 0 ++ + + + 1 Positivo Positivo 

40 0 0 0 0 0 0 Positivo Positivo 

41 0 0 0 0 + 0,2 Positivo Positivo 

42 0 0 + 0 0 0,2 Positivo Positivo 

44 0 0 0 0 0 0 Negativo Negativo 

45 0 0 0 0 0 0 Negativo Negativo 

46 0 0 0 0 0 0 Negativo Negativo 

Celda color gris: muestra usada para extracción de ADN.0: ausencia de BAAR. 

 

Una vez leídas y extraídos los ADN de cada una de las láminas, se realizó la 

identificación del M. lepraepor RLEP, la amplificación de un fragmento de 129 pb 

representó el amplificado inicial por PCR directa y su visualización fueindicativa de 

la presencia de M. leprae en la muestra analizada.El resultado del amplificado de 

129 pb para las muestras de linfa fue visualizado en un gel de agarosa al 2,5 % y 

registrado en la tabla N˚ 4 como RLEP, baciloscopia PCR directa positivo. El 

número de muestras en el que se identificó M. leprae por PCR directa fue de 21/44 

(40 %). Las muestras 27 - 29 fueron previamente identificadas como positivas y la 

muestra 30 como negativa en el Instituto Oswaldo Cruz – FIOCRUZ. Ver figura 

N˚9 

 

Figura N˚ 9. Electroforesis de PCR directa para RLEP en muestras de linfa. 

 

C-: control negativo (Agua). C+: control positivo (Cepa Thai-53). MM: marcador de peso (50 pb). 
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5.2.1.2 Muestra de Moco Nasal Obtenida por Hisopado. De la población 

número 1 se obtuvieron un total de 24 muestras de moco nasal mediante el 

empleo de hisopado, cada una de los muestras fue sometida a extracción de 

ácidosnucléicos usando TRIS-HCl 1mM y su producto fue utilizado para la 

identificación de M. leprae mediante la reacción directa. El producto de la 

amplificación fue visualizado por electroforesis en gel de agarosa al 2,5 % y del 

total de las muestras analizadas 9/24 (38 %) fueron positivos para la amplificación 

por PCR directa. Ver figura N˚ 10. El resultado del análisis se encuentra registrado 

en la figura N˚ 12. 

 

Figura N˚ 10. Electroforesis de PCR directa para muestras de moco nasal. 

 

 

C-: control negativo (Agua). C+: control positivo (Cepa Thai-53). MM: marcador de peso (50 pb). 

 

5.2.1.3 Muestras de Biopsia de Piel. Las 28 biopsias de piel rotuladas y 

almacenadas a -70˚C, fueron utilizadas para extracción de ácidos nucléicos, el 

producto de este material fue usado para la identificación de M. leprae por PCR 

directa, el resultado del amplificado de 129 pb fue visualizado en un gel de 

agarosa al 2,5 %. Ver figura N˚ 11.El resultado positivo de los amplificados fue 

obtenido para 14/28 (50 %) biopsias de piel durante la realización de la PCR 

directa. Registrado en la figura N˚ 12. 
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Figura N˚ 11. Electroforesis de PCR directa para biopsias de piel. 

 

 

 

C-: control negativo (Agua). C+: control positivo (Cepa Thai-53) MM: marcador de peso (50 pb). 

 

5.2.1.4 Análisis de Resultados por PCR Directa. La PCR directa fue realizada 

en las muestras pertenecientes a las 44 personas y se observó que la 

identificación molecular por PCR directa superó en un 11 % la identificación 

microbiológica por visualización del BAAR por baciloscopia, adicionalmente se 

identificaron13 / 44 muestras positivas por métodos moleculares que fueron 

negativas para la visualización de BAAR por baciloscopia y se observó que 8 / 44 

casos positivos para BAAR no presentaron amplificación por PCR directa. Ver 

figura N˚12. 
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Figura N˚ 12. Comparación por identificación microbiológica y molecular - PCR 

directa. 
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N˚ de muestra Positivos Total 

BK 24 / 44 55 % 

P
C
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D
ir
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ta

 Bk 21 / 44 

29 / 44 (66 %) M 9 / 24 

Bp 14 / 28 

(+): Resultado positivo para amplificación por PCR directa.(Celda Gris) Paciente con M. 
lepraeidentificado por cualquier tipo de muestra. (Celda blanca) Paciente negativo para la 
identificación (Bk): resultado por baciloscopia. (M): resultado para moco nasal. (Bp): resultado para 
biopsia de piel. 

 

5.2.2 Análisis de Identificación Basados en la PCR Anidada. Una vez obtenido 

el amplificado para la PCR directa, esté se diluyó 1:400 para ser utilizado en la 

PCR anidada, aquellas muestras que fueron negativas para la PCR directa en 

baciloscopia, moco nasal y biopsia de piel fueron corridas en la PCR anidada.El 

resultado del segundo amplificado correspondió a una banda de 99 pb que se 

visualizó en un gel de agarosa al 2,5 %. Ver figura 13 y 14. 
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5.2.2.1 Muestras de linfa extraídas a partir de láminas para baciloscopia. En 

21 muestras de linfa analizadas se identificó la presencia de M. leprae por PCR 

directa, al realizar la PCR anidada el número de identificaciones aumentó a 31 / 44 

(70 %) y 5 nuevos casos negativos para BAAR fueron positivos por RLEP en linfa. 

Ver figura N˚ 13 A. 

 

5.2.2.2 Muestra de Moco Nasal Obtenida por Hisopado. Los casos positivos 

para M. lepraeaumentaron de 9 a 15 / 24 (63%), indicando un aumento de la 

presencia de bacilos en las vías respiratorias que podrían ser considerados como 

posibles casos promotores de trasmisión del bacilo de Hansen, asociación 

propuesta por (Job, Jayakumar et al. 2008). Figura N˚ 13 B. 

 

5.2.2.3 Muestras de Biopsias de Piel. La identificación de las biopsias de piel 

evidenció un aumento en el número de casos obtenidos pasandode 14 casos en 

PCR directa a 18 / 28 (64%) por PCR anidada. Los casos identificados por biopsia 

de piel fueron también determinados al utilizar la PCR de RLEP en linfa para 

baciloscopia y moco nasal. Figura N˚ 14. 

 

5.2.2.4 Análisis de Resultados PCR Anidada. La PCR anidada demostró un 

porcentaje de identificación de M .leprae superior al 23 % de los resultados 

obtenidos por PCR directa, 29 / 44 (66 %) sobre 39 / 44 (89 %). La diferencia 

inicial obtenida entre el análisis microbiológico por visualización del BAAR y la 

PCR directa fue del 11 % y tras la implementación de la reacción anidada se 

aumenta su potencial al 34 %. Adicionalmente con la implementación en conjunto 

de las dos reacciones directa y anidada se logró identificar 19 casos que fueron 

reportados como falsos negativos por la lectura de la baciloscopia, dado que su IB 

fue igual a 0. Ver figura N˚ 15.Los casos identificados con el número 11 y 15 

fueron los únicos en los que se determinó la presencia de BAAR por baciloscopia 

pero se obtuvo resultado negativo durante la identificación por RLEP.Los casos 

negativos para la visualización de BAAR y a su vez para la identificación de M. 
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leprae por pruebas moleculares fueron 4, correspondientes a un caso masculino 

de 60 años de edad que se encontraba en tratamiento,un caso femenino de 60 

años de edad que aún no había ingresado a tratamiento y dos casos 

asintomáticos,convivientes de un caso diagnosticado.  

 

Figura N˚ 13. Electroforesis de PCR anidad para linfa y moco nasal. 

 

 

 

C-: control negativo (Agua). C+: control positivo (Cepa Thai-53) MM: marcador de peso (50 pb). 
Bla: blanco. A: amplificados de linfa correspondientes a resultados negativos para PCR directa. B: 
amplificados de moco nasal correspondientes a resultados negativos para PCR directa. 
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Figura N˚ 14. Electroforesis de PCR anidad para biopsias de piel. 

 

 

C-: control negativo (Agua). C+: control positivo (Cepa Thai-53) MM: marcador de peso (50 pb). 

 

Figura N˚ 15. Comparación por identificación microbiológica y molecular – PCR 

directa y anidada. 
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N˚ de muestra Positivos Total 

BK 24 / 44 55 % 

P
C

R
 

D
ir
e
c
ta

 y
 

a
n

id
a
d

a
 Bk 31 / 44 

39 / 44 (89 %) M 15 / 24 

Bp 18 / 28 

(+): Resultado positivo para amplificación por PCR directa. (Celda Gris) Paciente con M. leprae 
identificado por cualquier tipo de muestra. (Celda blanca) Paciente negativo para la identificación 
(Bk): resultado por baciloscopia. (M): resultado para moco nasal. (Bp): resultado para biopsia de 
piel. 

 

5.2.3 Análisis Complementarios 

 

5.2.3.1 Identificación por 16S rRNA. Las biopsias de piel que fueron negativas 

para la identificación molecular por RLEP (19, 20, 21, 24, 30, 31, 32, 33, 34 y 35), 

fueron sometidas a identificación por secuenciamiento del 16SrRNA,como 

resultado de la amplificación se obtuvo un fragmento de 500 pb, los amplificados 

de cada una de las biopsias fueron visualizadas en una electroforesis en gel de 

agarosa al 2%. Ver figura N˚ 16.  

 

Figura N˚ 16. Electroforesis de PCR 16SrRNA para biopsias de piel. 

 

 

C-: control negativo (Agua). C+: control positivo (Cepa Thai-53). Lep: control de lepromina A. MTB: 
control de M. tuberculosis. MM: marcador de peso (50 pb). 
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Para las amplificaciones obtenidas se solicitó el servicio de secuenciación a 

CORPOGEN y las secuencias en los dos sentidos de cada uno de los 

amplificados fueron comprobadas con lo electroferogramas, apartir de su 

alineamiento se generó una secuencia consenso que fue utilizada para realizar un 

BLASTnt en búsqueda del microorganismo con el mayor porcentaje de identidad 

de la secuencia analizada.  

 

El resultado del análisis y los porcentajes de identidad de cada amplificado se 

encuentran registrados en la tabla N˚ 5 

 

Tabla  N˚ 5. Identificación de especies o géneros según secuencias del 16S rRNA. 
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5.2.3.2 Establecimiento de Genotipos Basados en la Variabilidad Genética de 

los Polimorfismos de Único Nucleótido. En las biopsias de piel donde fue 

posible identificar la presencia de M. leprae, mediante RLEP, se procedió a 

realizar la genotipificación basada en la presencia de los SNP en las posiciones 

14.676, 1.642.875 y 2.935.685. La estandarización de los amplificados fue 

inicialmente establecida utilizando como sustratos para la reacción el ADN de 

lepromina A y la cepa de M. leprae Thai-53. 

 

La fotografía de los amplificados de control bajo condiciones ideales para el 

SNPen la posición 2.935.685 (180 pb), 14.676 (194 pb) y 1.642.875  (189 pb) se 

puede observar en la figura N˚17. 

 

Figura N˚ 17. Electroforesis de PCR para genotipificación por SNP. 

 

 

C-: control negativo (Agua). C+: control positivo (Cepa Thai-53). L: control de lepromina MM: 
marcador de peso (50 pb). 

 

Las biopsias analizadas para los estudios de genotipificación fueron la de los 

participantes 3, 4, 5, 6, 7, 9, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 36, 37, 38 y 39, cada una 

de ellas fue sometida a varios pasos de amplificación y digestión según el 

genotipo que fuese identificado. Inicialmente se realizó una amplificación del 

fragmento de 180 pb correspondiente a la secuencia donde se ubica la variación 
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presente en la posición 2.935.685, las muestras con resultado positivo fueron la de 

los participantes 7, 22, 23, 25, 26, 28, 29 y 36. Ver figura N˚ 18. 

 

Figura N˚ 18. Electroforesis de PCR para SNP en la posición 2’935.685. 

 

 

C-: control negativo (Agua). C+: control positivo (Cepa Thai-53). MM: marcador de peso (50 pb). 

 

Todas las muestras que se sometieron a la amplificación y arrojaron un resultado 

positivo, fueron posteriormente digeridas por BstUIy visualizadas en gel de 

agarosa al 2.5 %. El producto de la amplificación sin digerir solo fue observado en 

la cepa Thai-53 utilizada como control perteneciente al genotipo 1, las muestras 7, 

22, 23, 25, 26, 28, 29, 36 incluido el control de lepromina A presentaron digestión 

para el fragmento amplificado, indicativo de genotipos 3 y 4.Ver figura N˚ 19 A y B. 
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Figura N˚ 19. Electroforesis para amplificado digerido de SNP 2’935.685. 

 

 

 

Ca: control de amplificado. C+: control positivo (Cepa Thai-53). L: control lepromina. MM: marcador 
de peso (50 pb). A: electroforesis en gel de agarosa al 2,5 % corrido durante 1 hora. B: 
electroforesis en gel de agarosa al 2,5 % corrido durante 2 horas. 

 

Basados en los resultados obtenidos y la positividad de identificación observada 

en este trabajo se puede establecer una propuesta de diagrama de flujo de 

identificación de M. leprae en laboratorios que cumplan con los requerimientos 

básicos para el desarrollo e implementación de técnicas de identificación por 

métodos moleculares. Ver figura N˚ 20. 
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Manteniendo como objetivo principal la importancia de seleccionar por paciente las 

muestras indicadas en la Guía de Atención de la Lepra presente en las guías de 

promoción de la salud y prevención de enfermedades en la salud pública,  dado 

que la utilización de las tres sitios de toma de las muestras con la identificación del 

M. leprae demostraron una positividad superior al 80 % en contraste con la 

identificación por métodos convencionales. 
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Figura N˚ 20. Propuesta de diagrama de flujo para la identificación de Mycobacterium leprae. 

 

BAAR: bacilos ácido alcohol resistentes. PCR: reacción en cadena de la polimerasa. R. y J.: cuantificación de BAAR según la escala 
logarítmica de Ridley y Jopling. Estupiñán H. 2014 
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5.3 ANÁLISIS DE FACTORES SOCIALES QUE PODRÍAN FAVORECER LA 

PERSISTENCIA DE LA ENFERMEDAD BASADOS EN LAS POBLACIONES DE 

ESTUDIO NÚMERO 2 Y 3. 

 

Objetivo cumplido número 3: estudiar los factores sociales de los pacientes 

analizados que podrían favorecer la persistencia de la enfermedad en Santander. 

El análisis de los factores sociales está determinado desde dos percepciones 

poblacionales, constituidas por los conocimientos, temores, actitudes y estigmas 

que posee el enfermo de Hansen (denominado población 2) y la población que 

conforma su entorno (denominada población 3). Las características 

socioeconómicas de cada una de las poblaciones se establecieron y están 

registradas en las tablas N˚6 y 7. 

 

5.3.1 Análisis de Conocimientos. La caracterización y clasificación de los grupos 

analizados, estuvo basada en la profundidad de los conocimientos que posee 

cada uno de los participantes, determinando para ambas poblaciones 4 diferentes 

niveles de conocimiento A, B, C y D.Se evidencióquelas dos poblaciones están 

ligeramente distribuidas hacia los grupos  ubicados en los extremos, es decir en el 

grupo A y D. 

 

Las personas que fueron clasificadas en el grupo D son el 41 y 22 % de los 

pertenecientes a la población 2 y 3 respectivamente, muy distantes en los 

conocimientos encontrados para la población 3 clasificada en el grupo A, donde el 

45 % de la población en algún momento ha oído la enfermedad de Hansen, (ver 

figura N˚ 21).En la población 2, personal enfermo de Hansen, se observó que el 32 

% de la población está clasificada en el grupo A. Existiendo un 18 % del personal 

enfermo a quien se le preguntó¿conoce usted la enfermedad llamada Lepra? y la 

respuesta fue no,personal que fue clasificado como grupo A pero no cuenta con 

ningún tipo de conocimientos sobre Hansen y si conocen su estado de 

diagnóstico. Ver figura N˚ 21.  
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Tabla N˚ 6. Características socioeconómicas de la población enferma “población 2”. 
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Bucaramanga 10 12 6 6 6 2 0 2 1 0 0 0 21 7 1 4 4 6 10 6 6 0 6 8 3 1 4 

Floridablanca 4 5 2 7 0 0 0 0 0 0 0 0 9 1 0 0 4 4 2 2 5 0 5 1 1 2 0 

Girón  2 4 3 1 2 0 0 0 0 0 0 0 6 1 0 1 3 1 2 0 4 0 2 2 0 1 1 

Piedecuesta 2 6 1 4 3 0 0 0 1 1 0 0 6 2 1 0 0 5 3 2 1 2 3 2 1 2 0 

*Otro 1 8 5 3 1 0 0 0 0 0 0 0 9 1 0 0 2 6 3 2 2 2 0 4 0 5 0 

Subtotal 19 35 17 21 12 2 0 2 2 1 0 0 51 12 2 5 13 22 20 12 18 4 16 17 5 11 5 

Total 54 54 54 54 54 54 

*Otro: personal perteneciente a municipios como Cimitarra, Barrancabermeja, Rio Negro, Mogotes y Ocamonte. 
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Tabla N˚ 7. Características socioeconómicas de la población no enferma “población 1”. 
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Girón  7 6 0 2 11 0 0 0 2 5 2 0 4 3 3 0 0 7 3 0 9 1 8 3 1 0 1 

Piedecuesta 5 3 0 1 6 1 0 0 3 1 1 0 3 1 2 
 

1 4 4 0 3 1 6 0 0 2 0 

No responde … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … 

Subtotal 79 40 0 24 58 31 6 0 27 17 33 6 36 27 37 6 4 45 58 11 37 13 58 35 9 11 6 

Total 119 119 119 119 119 119 
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Figura N˚ 21. Grupos de conocimiento por población.  

 

 

 

Los grupos B y C representan el 9 y 33% restante de las poblaciones 2 y 3 

respectivamente, donde, el grupo B está conformado por personal que identifica y 

entiende el estado actual de trasmisión de la enfermedad de Hansen y el grupo C 

adicionalmente reconoce como primeros síntomas la aparición de manchas en la 

piely la pérdida de la sensibilidad. Grupos comoel C y D poseen conocimientos 

apropiados sobre los síntomas, diferenciándose por la identificación del estado de 

curación pos tratamiento conocido por el grupo D y desconocido por el C.  

 

Existen características propias del enfermo de Hansen, que lo diferencian de la 

población no enferma, identificadas por el conocimiento de los síntomas, dado que 

la población 2 reconoce los síntomas característicos como las manchas, el 

hormigueo y adormecimiento de una parte del cuerpo y rechaza a su vez síntomas 

inespecíficos como las ampollas, ulceras erupciones o pérdida de partes del 

cuerpo, síntomas inespecíficos que si son reconocidos por la población no 

enferma. En el análisis de la población 2 no se incluye el grupo C dado que está 
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constituido por 2 individuos que no son representativos para este análisis. Ver 

figura N˚22. 

 

Figura N˚ 22. Identificación de signos y síntomas en los grupos C y D. 

 

 

 

En la población 2 se encontró como fuente de los conocimientos la comunicación 

voz a voz a través del personal del salud en un rango del 65-82 % o de terceras 

personas (23-40 %), a diferencia de la población 3, que indicó como principal 

fuentesu conocimiento a los medios de comunicación del (61-81 %), seguido de 

información recibida voz a voz por parte de terceras personas (36-80 %) y la biblia 

(40-69 %). 

 

5.3.2 Temores, Actitudes y Estigmas de la Enfermedad 

 

5.3.2.1 Temores y Actitudes. La enfermedad desde sus orígenes e incluso en la 

actualidad es muy desconocida por la población, produciéndose en ellos 

conceptos errados que acarrean sobre síla adquisición de temores que inducen 

Grupo C población 3 

Grupo D población 3 

Grupo D población 2 

0.0

10.0

20.0

30.0

40.0

50.0

60.0

70.0

80.0

90.0

100.0

%
 d

e
 in

d
iv

id
u

o
s 



 

82 

actitudes estigmatizantes. El reflejo de ello se evidenció en la población 2, donde a 

medida que avanza el nivel de conocimiento sobre la enfermedad se redujo el 

porcentaje de individuos que expresaron  tener temores sobre la trasmisión (77 al 

40 %), la identificación (58 al 55 %) y el rechazo (50 al 25 %). Ver figura N˚23. 

 

Figura N˚ 23. Temores de la población 2 frente a la enfermedad. 

 

 

 

El temor también fue evidente en la población 3 y se expresó por la preocupación 

de contagio durante el contacto con el enfermo de Hansen, esto provocó en la 

población actitudes de rechazo. Las actividades de rechazo más frecuentes en la 

población de estudio ocurrieron durante la convivencia en el hogar y el contacto 

directo, donde actividades como compartir utensilios de cocina presentaron un 

porcentaje de rechazo del 85 % para la población temerosa de contagio y 56 % de 

la población no temerosa.Otros comportamientos de rechazo durante la 

convivencia se evidenciaronen actividades como usar el baño en el que un 

enfermo de Hansen ha tomado una ducha, el 80 % de la población temerosa del 

contagio no lo haría y el 79 % de la población expresa que lavaría su ropa en un 
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lugar diferente al empleado por el enfermo de Hansen. En cuanto al contacto 

directo, como por ejemplo saludar estrechando las manos, en la población 

temerosa y no temerosa el 65 % de la población temerosa no lo haría y el 8 % de 

la población no temerosa lo rechazaría, Ver figura N˚24. 
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Figura N˚ 24. Actitudes inducidas por el temor en la población 3. 

 

 

 
A- Porcentaje de individuos que respondieron si a las actitudes evaluadas y alegaron preocupación hacia el contagio. B. Citación de tres 
ejemplos de rechazo relacionas con el temor hacia la enfermedad de Hansen.   
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5.3.2.2 Estigma y Enfermedad. El estigma de la enfermedad se determinó 

conbase en la descripción de cada uno de sus componentes, iniciando por el 

temor, presente en la población afectada e inductor en la población no afectada de 

actitudes previamente analizadas que provocan como consecuencia el 

ocultamiento del enfermo de Hansen.  

 

Las principales actitudes de ocultamiento evidenciadas en la población 2 están 

relacionadas con la identificación de su enfermedad tanto así que del total de 

individuos, el 46 % tiene pareja sentimental y el 25 % oculta su estado de 

enfermedad a ella, adicionalmente del total de la población tan solo el 15 % 

comenta su enfermedad y más del 60 % de la población omite o cambia 

información, evitando dar a conocer su estado a amigos o la comunidad. Un 

porcentaje superior al 50 % de la población se aísla evitando actividades 

individuales y grupales, colocando en evidencia notable la presencia de estigma 

relacionado con el aislamiento y ocultamiento de la enfermedad. Ver figura N˚ 25. 

 

Figura N˚ 25. Actitudes de ocultamiento  presentes en la población 2. 
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La participación del enfermo en actividades rutinarias para la población general 

también se ve reducida, observando para el enfermo una reducción clave desde el 

entorno familiar hasta la realización de actividades que tengan algún tipo de 

relación con la comunidad, siendo casi nulas o inferiores al 10 % las actividades 

de productividad económica, culturales de educación o políticas. Ver figura N˚26. 

 

Figura N˚ 26. Actividades en las que participa la población 2 

 

 

 

El 54 % de la población 2 posee trabajo y su situación laboral se ve afectada por 

sus temores y actitudes, debido que el 82 % de esta población no ha comentado 

su estado al personal presente en su entorno laboral, evidenciándose un claro 

ocultamiento de su enfermedad durante el desempeño de sus labores, 

adicionalmente el 72 % del total de la población 2 alega no comentar nada al 

respecto por miedo al rechazo, maltrato, critica, incursión en su intimidad, no le ve 

importancia, le da pena o no desea que adquieran asco hacia él, demostrando que 

el enfermo precisa o siente actitudes estigmatizantes desde la población general. 

Ver figura N˚27. 
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Figura N˚ 27. Condición laboral y estigma. 

 

 

 

La población no enferma también expresa actitudes estigmatizantes hacia el 

enfermo,  dado que se encontró un porcentaje de correlación entre aislamiento y 

enfermedad que varía desde el grupo C al D en un rango del 36 al 69 % 

respectivamente. Ver figura N˚ 28 a. La estereotipización también es evidente en 

la población 3, se observó para los estereotipos leproso y deforme que el 60 y 82 

% de la población, relaciona en mayor proporción al estereotipo desacreditable 

“leproso” a diferencia del 35 y 69 % observado para el estereotipo desacreditado 

“deforme” ver figura N˚28 a. Una relación de la determinación de los tipos de 

componentes del estigma y componentes indicadores de subdesarrollo han sido 

analizados en términos de porcentajes en la figura N˚28 b, observando para la 

población de estudio una distribución dirigida hacia los componentes del estigma a 

diferencia de los indicadores de desarrollo, evidenciando que grupos como el C y 

D son quienes representan los mayores porcentajes de actitudes estigmatizantes 

hacia la población enferma. Ver figura N˚ 28 b. 
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Figura N˚ 28. Aislamiento y estereotipización presente en la población 3. 

 

 

 

 

 

A- Relación entre los componentes del estigma “Aislamiento y estereotipización”  para cada grupo de conocimiento. B. Establecimiento de 
relación entre los componentes del estigma y componentes de subdesarrollo. 
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6. DISCUSIÓN 

 

La enfermedad de Hansen es una enfermedad milenaria donde históricamente se 

han reunido múltiples esfuerzos en búsqueda de su erradicación mediante el 

establecimiento de protocolos y alternativas terapéuticas, sin embargo el problema 

actual de la enfermedad de Hansen ha sido la identificación oportuna del enfermo 

para la instauración de un protocolo terapéutico temprano que acorte la cadena de 

transmisión  y evite la discapacidad (Noordeen 1994; AGUAS 2001; Lockwood 

2002; Scollard, Adams et al. 2006). Este trabajo implementó un protocolo de 

identificación molecular aplicable a cada una de las muestras clínicas procedentes 

de pacientes sospechosos de padecer enfermedad de Hansen, aumentando el 

límite de detección del bacilo y reduciendo a la mínima cantidad posible la 

identificación de casos con IB = 0 por los análisis de apoyo diagnóstico 

convencionales.  

 

Las estrategias de apoyo diagnóstico de lepra en la actualidad están basadas en 

el hallazgo del bacilo mediante su visualización en linfa o biopsia, pero su 

determinación es incipiente y varía según la calidad de la muestra y el número de 

campos visualizados, obteniendo limites de detección del bacilo entre 0,8 a 3,1 x 

107 BAAR/ml (Shepard and McRae 1968), un número demasiado elevado para la 

presencia de casos paucibacilares o infecciones tempranas. Por lo tanto es 

importante seleccionar una metodología que permita la identificación del menor 

número de bacilos, en el mayor número de muestras posible, aproximaciones 

metodológicas de identificación quehan variado ensensibilidad y especificidad.  

 

En 1986 la primera estrategia basada en PCR fue propuesta e implementada en 

hígado de armadillo y almohadillas de ratón, usando como blanco molecular un 

fragmento de 370 pb ubicado en la región repetitiva RLEP y con una detección del 

M. leprae en muestras con un promedio de 102 bacilos (Woods and Cole 1989), 

posteriormente este mismo blanco fue usado en biopsia de piel humana con una 
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correlación del 80 y 70 % en pacientes no tratados MB y PB respectivamente 

(Yoon, Cho et al. 1993). El gen codificante de la proteína de 18 kDa también fue 

seleccionado como blanco molecular, permitiendo la amplificación de un 

fragmento de 360 pb en biopsias de piel infectadas voluntariamente y el gen 

codificante del antígeno rico en prolina fue utilizado para la amplificación de un 

fragmento de 530 pb y útil para casi la totalidad de los pacientes MB, pero con el 

56% de positividad en biopsias de piel de pacientes PB (de Wit, Faber et al. 1991).  

 

Posteriormente se fueron añadiendo modificaciones a los protocolos de 

identificación, incluyendo cambios en los mecanismos de visualización de ADN o 

modificaciones de la amplificación, por ejemplo la adición de un protocolo de 

hibridación al fragmento de 370 pb previamente publicado por Woods en 1986 

para RLEP, aumentando su límite de detección a un máximo de identificación en 

diluciones de 1 x 10-18 gramos de ADN de pacientes no tratados ó la 

implementación de una PCR anidada que amplificaba el gen groEL presente en 

las micobacterias, que permitía identificar 1 femtogramo de ADN equivalente a 1 

bacilo, con la dificultad de presentar reacción cruzada para otras micobacterias 

como el M. lufu y M. simeae(Kampirapap, Singtham et al. 1998), e incluso 

implementación de métodos colorimétricos para la detección de M. leprae(van der 

Vliet, de Wit et al. 1993; van der Vliet, Hermans et al. 1993). 

 

Todas estas modificaciones representaron estrategias prometedoras para la 

identificación del M. leprae en pacientes MB y PB, pero cuando su población o 

tipos de muestras eran modificadas, estos métodos moleculares disminuían en su 

eficacia, bien sea, durante el empleo de muestras procedentes de paciente que 

han sido previamente tratados o muestras que han sufrido daño durante su 

manipulación, conservación con soluciones fijadoras o consecuencia del tiempo 

(Fiallo, Williams et al. 1992; Jamil, Keer et al. 1993; Rafi, Donoghue et al. 1995).  
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Como prueba de identificación en este trabajo se implementó el método usado por 

Donoghue et al. en 2001, que propone una reacción que permite la amplificación 

de un segmento repetido 28 veces en el cromosoma del M. leprae, aumentando la 

probabilidad de identificación dado el caso de existir daño en el genoma, la 

longitud de los fragmentos correspondientes a 129 y 99 pb adquieren mayor 

probabilidad de amplificación en contraste con aquellos de mayor longitud 

(Goulart, Cardoso et al. 2007) y la implementación de un protocolo anidado 

aumenta el límite de detección de la prueba, a menos de un bacilo por muestra 

analizada(Donoghue, Holton et al. 2001). 

 

La prueba de identificación implementada en el Laboratorio Central de 

Investigaciones tuvo variaciones en el protocolo publicado por Donoghue en 2001, 

las condiciones de reacción cambiaron en búsqueda de optimizar el amplificado 

obtenido, implementándose para la reacción un estuche para PCR sin adición por 

separado de MgCl2, tampón o enzima. Las temperaturas de anillamiento fueron 

modificadas para cada uno de los protocolos implementados de PCR directa y 

PCR anidada obteniendo el mejor amplificado posible para las muestras 

analizadas. 

 

El límite de detección establecido para las dos pruebas estuvo en el orden de un 

picogramo y un femtogramo equivalentes a 312 y 0,3 bacilos de M. leprae en la 

PCR directa y anidada respectivamente, por lo tanto la sensibilidad de la prueba 

es superior a los protocolos de PCR implementados para RLEP, el gen codificante 

de la proteína de 18 kDa y el antígeno rico en prolina, pero similar a lo observado 

en el gen groEL e inferior a los análisis asociados a hibridación (Kampirapap, 

Singtham et al. 1998)(Woods and Cole 1989)(de Wit, Faber et al. 1991). 

 

La implementación de la prueba en el extraído de ADN a partir linfa procedente de 

lámina para baciloscopia permitió identificar 31 / 44 (70 %) casos, de los cuales el 

21 / 31 (68 %) se encontraban en tratamiento, adicionalmente mediante esta 
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prueba se identificaron 15 / 20 (75 %) casos paucibacilares, superior a los 15 / 46 

(32 %) observados en estudios basados en identificación por PCR de 

16SrRNA(Kamble, Shinde et al. 2010) ysuperando considerablemente el límite de 

detección de M. leprae por la prueba fenotípica 24 / 44 (55 %) casos (ver tabla N˚ 

4). Por lo tanto esta prueba asociada a la lectura de la baciloscopia representa una 

estrategia de identificación temprana del paciente sospechoso de Hansen y con la 

presentación PB. 

 

En cuanto a las muestras de moco nasal analizadas en la población de estudio, se 

determinó que el 63 % de las muestras fueron positivas para la identificación de M. 

leprae, detección superior a lo observado en otro estudio realizado en Colombia 

donde se encontró M. leprae en el 31 % de los pacientes analizados (Cardona-

Castro, Beltran-Alzate et al. 2008), el personal positivo para M. leprae en moco 

nasal representa para la población actual según (Job, Jayakumar et al. 2008)un 

medio de propagación del bacilo y fuente de promoción de la cadena de 

trasmisión. Por lo tanto es importante mantener el método de identificación de M. 

leprae en moco nasal como una herramienta de evaluación de la principal ruta de 

trasmisión del bacilo, incluso en la población general residente en zonas 

endémicas de Hansen, tanto así que se ha logrado la identificación de M. leprae 

en el 16 % de los contactos del enfermo de Hansen (Guerrero, Arias et al. 2002; 

Almeida, Martinez et al. 2004)y en el 21 a 31 % de  la población no enferma 

residente en zonas endémicas (Lavania, Turankar et al. 2013).   

 

En el análisis de las biopsias de piel se encontró un porcentaje de identificación 

del 64 %, hallazgo inferior a lo observadoen pruebas implementadas previamente 

por otras investigaciones que presentaron un porcentaje de determinación de M. 

leprae en el 82 % de la población(Banerjee, Biswas et al. 2011), probablemente 

debido a que fueron biopsias obtenidas de lugares carentes de lesión en el 

paciente o porque eran muestras procedentes de pacientes previamente tratados . 

Las biopsias de piel positivas para RLEP 8 / 17 (47 %) fueron identificadas como  
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genotipos 3-4  y todas las biopsias negativas para RLEP fueron sometidas a 

amplificación y secuenciación del 16S rRNA en búsqueda de otras bacterias sobre 

agregadas a la lesión. 

 

Como resultados del análisis de 16S rRNA se determinó en las muestras 19-20 y 

24 bacterias pertenecientes a los géneros Burkholdería y Bacillus, considerados 

saprofitos que comprenden algunas especies como Burkholderia mallei y Bacillus 

anthraciscausantes de la enfermedad del muermo y el carbunco respectivamente 

(Dominguez Carmona 2001; Khan, Wieler et al. 2013). 

 

Para la muestra 21 y 35  se identificó la presencia de dos patógenos oportunistas 

para los seres humanos, la especie Pseudomonas aeruginosa con la mayor 

frecuencia de oportunismo y la especie Ralstonia insidiosadenominada 

actualmente como un oportunista emergente  (Balasubramanian, Schneper et al. 

2013; Ryan and Adley 2013).  

 

El los pacientes identificados como 32 y 33 se determinó la presencia del M. 

scrofulaseum, una micobacteria no tuberculosa de crecimiento lento presente en 

agua y suelo, asociada a linfadenitis en niños e infecciones respiratorias y de piel 

en personas inmuno-suprimidas o inmuno-comprometidas(Marazzi, Chapgier et al. 

2010; Lai, Abbey et al. 2013) 

 

Para la muestra 35 se determinó la presencia de 16SrRNA perteneciente al 

Plasmodium falciparum,hallazgo sugestivo de posible coinfección P. falciparum - 

M. leprae debido al resultado positivo para RLEP por PCR directa en baciloscopia, 

estoscasos de coinfección  fueron previamente documentados en pacientes con 

lepra que se encontraban bajo tratamiento con dapsona (Das, Barkakaty et al. 

1982). Finalmente en las muestras 30 y 31 no fue posible asociar ningún tipo de 

microorganismo a la secuencia obtenida, probablemente por ausencia de infección 

sobre agregada o dificultades durante la obtención ysecuenciación de los 



 

94 

fragmentos amplificados, dado que se observó que las secuencias poseían 

longitudes diferentes a lo esperado y los electroesferogramas no permitían 

resolver errores durante el alineamiento. 

 

El protocolo de identificación implementado en este trabajo demostró su utilidad en 

todas las muestras de interés clínico para visualización del bacilo en la 

enfermedad de Hansen, observándose que para el total de casos analizados el 89 

% de ellos fueron identificados como positivos para M. leprae, e incluso de los 5 

contactos introducidos como casos sospechosos de la enfermedad se identificaron 

3 casos positivos con IB: 0, que por identificación convencional seguirían siendo 

negativos y continuarían la cadena de trasmisión de la enfermedad. Por lo tanto la 

prueba ha demostrado su aplicabilidad en muestras de moco nasa, linfa y biopsias 

de piel procedentes de poblaciones PB, MB que estén o no en tratamiento 

resolviendo un porcentaje de identificación superior al obtenido por los métodos 

convencionales.  

 

Las herramientas moleculares son estrategias de apoyo diagnóstico basadas en la 

búsqueda del bacilo, pero la identificación por si sola de la enfermedad en un 

individuo sospechoso, implica múltiples variaciones en el estilo de vida de la 

persona y de la comunidad que lo rodea(Singh 2012). Dado que el diagnóstico de 

una enfermedad como la lepra conllevadesde mucho tiempo atrás una 

connotación estigmatizada(Kellersberger 1951; John 2013), que según el grado de 

conocimiento de la enfermedad podría inducir en el individuo o su entorno, 

actitudes que promuevan una resolución saludable de la enfermedad con 

disminución de la cadena de trasmisióno por el contrario podría inducir la aparición 

de estigma,que se concluirá con un estado de enfermedad prolongado, con 

tratamiento inconstante y aparición temporal de la discapacidad. 

 

Por ello este trabajo estableció su análisis desde dos grupo poblacionales, el 

grupo perteneciente al personal enfermo denominado población 2 y el grupo de 
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población general no enferma denominadas población 3.Cada uno de los grupos 

fue inicialmente sometido al establecimiento de sus conocimientos sobre la 

enfermedad de Hansen encontrando notables diferencias en la distribución de los 

mismos. 

 

El mayor número de individuos conocedores de la enfermedad está en la 

población 2 con una diferencia del 41sobre el 22 % de la población distribuida en 

el grupo D, resultado esperado si relacionamos la población 2 con el grupo de 

mayor contacto con la enfermedad por su condición. Lo observado para la 

población 2 en el grupo A es realmente interesante, dado que el 32 % de la 

población está realmente establecida en este grupo debió a su desconocimiento 

en profundidad de la enfermedad, pero el 18 % restante representa un grupo de 

individuos que alegaban no conocer la enfermedad y la niegan, pero cuando se les 

cuestionada sobre su diagnóstico no existía ninguna duda en ellos al responder 

que poseían lepra, por lo tanto este grupo aparenta expresar  ocultamiento o 

resistencia durante el desarrollo de las preguntas correspondientes a la 

enfermedad. 

 

La relación entre la profundidad y calidad de los conocimientos es evidente en las 

poblaciones 2 y 3, donde para términos de profundidad en la población 2 se puede 

observar como los individuos se distribuyen hacia los grupos de conocimiento A y 

D, es decir conocen o no sobre la enfermedad, a diferencia de lo observado en la 

población 3 que tiende a ser decreciente a medida que los grupos avanzan en 

profundidad de los conocimiento, situación que se evidencia incluso en sistemas 

de educación donde la información es insuficiente y las actitudes hacia la 

enfermedad son pobres(Graciano-Machuca, Velarde-de la Cruz et al. 2013).Ahora 

bien, para establecer las diferencias encontradas en términos de calidad se puede 

observar los resultados en las dos poblaciones correspondientes al conocimiento 

de los primeros síntomas de la enfermedad,donde la población 2 reconoce en casi 

un 100 % la aparición de manchas rojas y la pérdida de la sensibilidad como 
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primeros síntomas, a diferencia de lo observado en la población 3 que identifica 

signos más inespecíficos o estigmatizantes como las erupciones, las ronchas, 

úlceras y llagas o la pérdida de partes del cuerpo, por lo tanto, consideramos que 

probablemente el enfermo de Hansen podría ser el mejor promotor del diagnóstico 

e identificación oportuna de su enfermedad.  

 

Los resultados obtenidos en este primer análisis para la población 3 son similares 

a lo registrado en el estudio realizado por Montenegro I. et-al, en el que determinó 

que el 17 % de la población perteneciente al Limonar - Cuba tiene conocimientos 

adecuados, sugiriendo la necesidad de una intervención educativa para la 

población analizada. Adicionalmente otros estudios en poblaciones universitarias, 

personal de salud e inclusive médicos tratantes, han demostrado la necesidad de 

establecer estrategias de educación que permitan identificar y reducir el nivel de 

ignorancia sobre la enfermedad y así promover actitudes que permitan la 

identificación de los enfermos (Ramirez-Soltero 1990; Valera 2006; Ana Esmérida 

Delisle Griñán 2011; Fundora 2011). 

 

Para involucrar al enfermo como partícipe de un programa de identificación y 

prevención de la lepra, es necesario retirar de él y de su entorno, los temores 

actitudes y estigmas de la enfermedad, iniciando desde la fuente de sus 

conocimientos, para que no sea adquirido por personal de salud después del 

diagnóstico(65 - 82 %) o por los medios de comunicación (61 - 81 %), que sea un 

conocimiento dirigido y establecido desde un programa de control de la 

enfermedad aplicable inicialmente al entorno regional y porque 

nocontranscendencia nacional(Ana Esmérida Delisle Griñán 2011; Graciano-

Machuca, Velarde-de la Cruz et al. 2013). 

 

Los conocimientos adecuados en nuestro estudio demuestran que podrían ser una 

estrategia oportuna para la reducción del temor en el enfermo de Hansen bien sea 

dirigidos hacia la transmisión de la enfermedad 77 - 40%, la identificación 58 - 55 
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% o el rechazo 50 - 25 %, dado que el temor en el enfermo promueve 

ocultamiento y aislamiento más aún si se desconoce o se tienen conocimientos 

errados sobre su enfermedad, por lo tanto el sistema de salud pública es un 

participe importante en la educación del enfermo y su entorno, observándose en 

países desarrollados que la inclusión de la salud pública en la educación de 

Hansen reduce considerablemente el estigma y promueve la reinserción social del 

afectado(Roosta, Black et al. 2013).  

 

Como consecuencia del estigma el enfermo analizado se ve afectado en sus 

relaciones personales, familiares, en la comunidad o actividades cotidianas, se 

observó una reducción constante de las actividades a medida que se amplía el 

espacio para compartir con la población general, hacia la inmersión única con 

familiares y amigos, característica observada en un porcentaje nomayor al 70 % 

de la población 2 y un descenso de las actividades deportivas, productivas, 

culturales y políticas por debajo de 10 % de la población analizada, influyendo 

considerablemente en el aislamiento social progresivo, probablemente inductor de 

desórdenes siquiátricos depresivos. Aspectos psicosociales revisados 

previamente por Singh GP en 2012 (Singh 2012). 

 

Las condiciones laborales del enfermo son un aspecto importante para 

considerarlos como personas productivas y socialmente activas, pero solo el 54 % 

de la población poseen una condición laboral remunerada, de los cuales el 82 % 

presenta ocultamiento de su enfermedad como evidencia del estigma durante su 

entorno laboral.Adicionalmente el 72 % de la población 2 expresó dificultades en 

comentar su estado de enfermedad a los demás, alegando sentir la posibilidad de 

rechazo, maltrato, critica, incursión en su intimidad, pena o asco por parte de la 

población general, por lo tanto el enfermo observa que la población no enferma 

tiene actitudes estigmatizantes hacía él por su condición, siendo de extrema 

importancia intervenir no solo a la población afectada sino a la población general, 
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con el interés de mejorar el entorno y la reinserción social del 

enfermo(Buckingham 2011).  

 

Las actitudes estigmatizantes en la población general son evidentes en la figura 

N˚24,donde mediante el establecimiento de la correlación entre el temor al 

contagio y el rechazo, se observó cómo la población 3 inducida por el temor 

modifica sus conductas sociales evitando realizar actividades compartidas con el 

enfermo de Hansen(Salvador Álvarez M de J 2002), hasta llegar al punto de no 

compartir la convivencia en el hogar, en la zona educativa o laboral y durante el 

contacto directo o contacto en áreas públicas, reduciendo el espacio de 

permanencia del enfermo y quedando como única opción el aislamiento, actitud 

aun observada en la actualidad y evidenciada cientos de años atrás (Buckingham 

2011; Poestges 2011), 

 

El aislamiento no solo es visible en las actitudes expresadas por la población 3, 

sino que por encima de 60 % de los grupos B y C lo consideran como parte de la 

enfermedad, adicionalmente el total de la población 3 establece para el enfermo 

su relación con 2 estereotipos: la denominación “leproso” indicada en más del 60% 

de la población 3 y presente en los cuatro grupos de conocimiento, como un 

estereotipo con la identificación de la enfermedad de Hansen en una persona que 

aun no posee síntomas visibles. La denominación “deforme” que es la 

representación directa de la presencia de discapacidad en el paciente enfermo de 

Hansen, para lo cual los grupos C y D de la población 3 lo relacionan en más del 

60 % con la población enferma ver figura N˚ 28a.Análisis actuales sobre 

componentes del estigma y apariencias de los enfermos han sido desarrollados, 

pero asociaciones de los estereotipos con relación a los conocimientos de la 

población no enferma aun no han sido publicados(Rafferty 2005; Roosta, Black et 

al. 2013). 
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Como análisis final de la población 3 se realizó una comparación con distintos 

indicadores no asociados con el estigma, esto con el interés de establecer si la 

población de estudio asociaba a la enfermedad de Hansen con la pobreza, el 

hacinamiento, el bajo nivel educativo o el castigo bíblico y se observó la inclinación 

de los distintos grupos hacia los componentes e indicadores del estigma, 

concluyendoque la población santandereana que participó en este trabajo  posee 

actitudes estigmatizantes hacia los enfermos de Hansen, las cuales aumentan a 

medida que se adquiere conocimiento de la enfermedad, desplazamiento de los 

grupos observado en el componente b de la figura N˚28. 

 

Este análisis permite postular la necesidad de direccionar los conceptos sobre la 

enfermedad hacia el objetivo del Plan Estratégico de Colombia para Aliviar la 

Carga de la Enfermedad y Sostener las Actividades de Control de Lepra 2010-

2015 y el Plan de Reducción de La Carga de Morbilidad Debida a la Lepra 2011-

2015 propuesto por la OMS, permitiendo a futuro orientar los conocimiento de la 

población sobre diagnóstico, trasmisión y tratamiento hacia la identificación 

temprana del enfermo y reducción de la discapacidad. 

 

Basado en los objetivos propuestos por la OMS, el Plan Nacional y los hallazgos  

obtenidos en este trabajo proponemos, la implementación rutinaria de la estrategia 

de identificación de M. leprae en muestras de moco, linfa y biopsia de piel, de la 

manocon la realización de intervenciones edu-comunicativas directas en un 

lenguaje claro y acorde con el interlocutor sobre la enfermedad de Hansen en la 

Zona Metropolitana de Bucaramanga, realizando énfasis en el diagnóstico, los 

mecanismos de trasmisión, la identificación de los primeros síntomas y 

establecimiento del esquema de tratamiento, pretendiendo sensibilizar a la 

población sobre la importancia de identificación temprana del enfermo que permita 

la reducción de la discapacidad grado II y disminuir el número de casos 

multibacilares para contribuir al control de la enfermedad.  
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7. DIFUSIÓN, PARTICIPACIÓN EN EVENTOS Y PASANTÍAS DE 

INVESTIGACIÓN 

 

7.1 DIFUSIÓN 

 

- International congress tuberculosis, leprosy and mycobacteriosis: back 

to biblical times, today solution. VI meeting of the SLAMTB 2012.  

Universidad Industrial de Santander.  

Septiembre 26 – 28 2012 

Expositor Oral “Social Leprosy of Santander”  

- 34th Annual Congress of the European Society of Mycobacteriology. 

European Society of Mycobacteriology, Florencia, Italia 

Junio 30 – 03 Julio de 2013 

Poster “The disability in leprosy due to social stigma” 

 

7.2 PARTICIPACIÓN EN EVENTOS  

 

- Curso: Infectious Substance Shipping Transportation  

Universidad Industrial de Santander 

24 y 25 de Septiembre de 2012 

Asistente 

- Curso: Conceptos generales y condiciones de manejo de las cabinas de 

bioseguridad. 

Universidad Industrial de Santander 

25 de Septiembre de 2012 

Asistente. 
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7.3 PASANTÍAS DE INVESTIGACIÓN  

 

- Instituto Oswaldo Cruz, Fundación Oswaldo Cruz, Laboratorio de Biología 

Molecular Aplicada a Micobacterias, Rio de Janeiro-Brasil. 

15 – 29 de Noviembre de 2013 

Entrenamiento en el análisis de fragmentos para genotipificación del 

Mycobacterium leprae. 

- Universidad CES Medellín, Instituto Colombiano de Medicina Tropical. 

Entrenamiento en técnicas de identificación de Mycobacterium leprae. 
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