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Resumen:

La lepra es una enfermedad infecciosa, causada por Mycobacterium leprae y
Mycocbaterium lepromatosis, caracterizada por un amplio espectro de manifestaciones
clinicas e histopatolodgicas, reflejando la naturaleza de la respuesta inmunitaria del
hospedero ante este microorganismo. En el presente trabajo se determiné la respuesta
de anticuerpos dirigida hacia el conjugado ND-o-LID-1y sus componentes individuales
LID-1 y ND-o- HSA en individuos del Caserio Mamaria ubicado en el Estado Portuguesa.
Se incluyeron 167 individuos, clasificados en casos y contactos. La determinacion de los
anticuerpos se realizo a través del ensayo inmunoenzimatico, establecido previamente
por Rada E, 1999 y Duthie MS, 2009. Clinicamente se confirmaron 37,1% casos (62/167),
de los cuales 71 % (44/62) eran paucibacilares 'y 29% (18/62) multibacilares. Al comparar
la respuesta de anticuerpos entre los casos de Hansen y contactos, se observd una
diferencia estadisticamente significativa (16,13% versus 5.7%, respectivamente, p=0.013).
Al determinarse la filiacion familiar de los individuos incluidos en el estudio, se
detectaron tres familias (F) de interés: C, Ty H. Los casos de Lepra presentes en las tres
familias representan el 42 % de los casos totales, registrandose en la familia C todas las
formas clinicas de esta enfermedad. Los resultados obtenidos sugieren que los
marcadores empleados en este trabajo sirven de gran utilidad para ser empleado como
herramienta auxiliar para el diagndstico de la enfermedad de Hansen en los casos

multibacilares.

Palabras clave: enfermedad de Hansen, anticuerpos, area hiperendemica

Serological response to mycobacterial markers in hyperendemic
leprosy area. Venezuela (2008-2011)

Summary:

Leprosy is an infectious disease caused by Mycobacterium leprae and Mycobacterium
lepromatosis with a broad spectrum of clinical and histological manifestations driven by
the host’s immune response. It was the aim of this study to use the antibodies against
the ND-o0-LID-1 and its individual components LID-1 and ND-o-HAS in the diagnosis of
leprosy in patients from Mamaria Village, Portuguesa state. The group studied was
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formed of 167cases and contacts. The test was done by immunoassay described by Rada, 1999 and Duthie, 2009 and
the results were as follows: 37.1% cases of leprosy were confirmed from which 71% /44/62) were paucibacillary and 29%
(18/62) multibacillary. Comparing the response to antibodies between cases of leprosy and contacts, a statistically
significant difference was observed (16.13 % Vs 5.7%) respectively, p=0,013. When the familial relationship of the
individuals included in the study was disclosed, three families caught our attention: C, T, and H.This was because the
cases of leprosy in this families represented 42% of all cases evaluated in the study and family C showed all the clinical
forms of leprosy. Our results suggest that mycobacterial markers used in this study are very useful as an auxiliary tool

in the diagnosis of Hansen’s disease in multibacillary cases.

Key words: Hansen’s disease, antibodies, hyperendemic area

Introduccion

La lepra es una enfermedad infecciosa causada por
Mycobacterium leprae 'y Mycobaterium lepromatosis,
caracterizada por un amplio espectro de manifestaciones
clinicas e histopatoldgicas, que van desde la formas
tuberculoides [Lepra Indeterminada (LI), Borderline
Tuberculoide (BT), Lepra Tuberculoide (LT)] hasta la formas
lepromatosas [Borderline Lepromatosa (BL), Lepra
Lepromatosa (LL)]. En las tres ultimas décadas, a pesar de los
avances en el control de la Enfermedad de Hansen, continta
la deteccién de nuevos casos en paises endémicos,
constituyéndose en uno de los grandes desafios para reducir
la carga de la enfermedad como problema de Salud Publica.
Después de la introduccion de la terapia multidroga (TMD),
como tratamiento de la enfermedad, en el afo 2017 se
notificaron menos de 200.000 casos, a nivel mundial’. Hasta
la fecha la estrategia clave para reducir la trasmision consiste
en realizar una deteccidn precoz y garantizar un tratamiento
completo. En Venezuela para el afio 2010 se detectd un
promedio anual de 638 casos nuevos de Lepra, con una tasa
de incidencia de 0,22, es decir, menos de un paciente por
cada 10.000 habitantes. Para el aflo 2017 se notificaron 332
nuevos casos, observandose una disminucidon histérica en la
tasa de deteccion, de 16,7 (1959) a 0,11 (2017) por 10.000
habitantes?“. Sin embargo, se han mantenido tasas
superiores a 0,5 < 1 en el estado Portuguesa y entre 0,2- 0,5
en Apure, Barinas, Cojedes y Guarico. Los casos nuevos se
detectaron principalmente en zonas rurales y urbanizaciones
no consolidadas, siendo la forma multibacilar la mas
prevalente’. Considerando el crecimiento poblacional y la
existencia de una prevalencia oculta de lepra, es importante
realizar una busqueda temprana en estos estados.

En la mayoria de los casos el diagnostico clinico de la
lepra o enfermedad de Hansen es tardio, ya que solo es
posible realizarlo una vez que se ha iniciado la
sintomatologia, con la presencia de lesiones cutaneas y el
dano a los nervios comprometidos®. De esta manera, la lepra
es la enfermedad infectocontagiosa con mayor nimero de
casos de discapacidad fisica permanente®, por lo que muchos
de los estudios que se encuentran en la literatura mundial,
van orientado hacia la busqueda de una prueba ideal, es
decir, sensible, especifica y rapida, que pueda utilizarse a
gran escala para el diagndstico precoz, seguimiento o
deteccién de riesgo de recaidas, habiéndose conseguido
importantes avances al respecto, no obstante, esto continta
siendo un reto en la actualidad’.

El método diagndstico es la biopsia de lesiones cutaneas,
la cual es una prueba compuesta que amerita la intervencion
de varias especialidades, por lo tanto, no puede ser
considerada una prueba rapida8 ni de facil utilizacion en
trabajos de campo, a diferencia de la bacteriologia en los
pacientes multibacilares. Por lo tanto, hasta la fecha no hay
una Unica prueba de laboratorio para diagndstico de la lepra,
prevaleciendo, esencialmente, el diagndstico clinico. Sin
embargo, no todos los galenos han tenido la oportunidad de
atender a un enfermo de Hansen durante el ejercicio de su
carrera, lo que el diagnéstico clinico para muchos no es tan
sencillo.

Las micobacterias, incluyendo Mycobacterium leprae,
producen una amplia gama de moléculas que participan en
diversos puntos de la enfermedad (adherencia, neutralizacion,
penetracion, multiplicacidn, etc.), permitiendo la invasién de
la célula hospedera, preferencialmente la célula fagocitica.
Actualmente, hay una serie de proteinas del Mycobacterium
leprae bien caracterizadas, purificadas y secuenciadas, que
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modulan la respuesta inmunitaria del hospedero, por lo
tanto, son objeto de gran interés para el desarrollo de
vacunas y pruebas diagndsticas, asi como también para el
conocimiento de su papel en la patogenia de la enfermedad’.

Gracias al analisis de la cubierta del Mycobacterium
leprae (M. leprae), se ha conocido que uno de sus mayores
componentes es el glicolipido fenélico (GLP-1), el cual es a
su vez es uno de los mas estudiados. En vista de lo
anteriormente expuesto, se han utilizado pruebas
diagndsticas, basadas en la deteccion de anticuerpos
dirigidos contra el GLP-1, como la técnica de Ensayo por
Inmuno-Absorcién Ligado a Enzimas (ELISA), sin embargo,
su valor diagnostico es limitado para detectar todas las
formas clinicas®. El GLP-1 posee entre un 65% y 75% de
especificidad, debido a la reactividad cruzada que presenta
frente a otras micobacterias, por lo tanto, el papel de otros
componentes, entre ellos las proteinas micobacterianas y
su interrelacion con el sistema inmunoldgico, presentan
importantes avances en la comprension de la
enfermedad”'%-'2. Se ha evidenciado que GLP-1 presenta un
segmento disacarido externo, el cual se puede sintetizar en
el laboratorio, pero que requiere ser sometido a multiples
variaciones quimicas para hacerlo capaz de unirse a la
albumina bovina (BSA), dando lugar a lo que se conoce hoy
en dia como di o trisacarido natural octil ligado a albumina
de suero bovino (ND-0-BSA o NT-0-BSA)".

Recientemente, se han descrito y propuesto proteinas
novedosas como herramientas para el serodiagndstico de la
lepra, pudiendo detectarse la presencia de anticuerpos del
tipo IgG dirigidos hacia estas proteinas micobacterianas, en
los diversos espectros clinicos de la enfermedad. La
asociacion con la carga bacilar revela altos titulos de
anticuerpos en las formas multibacilares (MB) y pocos en las
de escasos bacilos o formas paucibacilares, (PB)'>'4. Por lo
tanto, estas nuevas proteinas pueden ser consideradas
candidatas para el desarrollo de pruebas seroldgicas, con un
incremento en la sensibilidad y especificidad en el
diagnéstico, aportando herramientas para la clasificacion de
la enfermedad y para la evaluaciéon de la eficacia del
tratamiento. Entre estas proteinas podemos mencionar la
proteina de fusién LID-1, que incorpora a las proteinas
MI0405 y a la MI2331. La primera una proteina conservada
de 394 aminoacidos y un tamafio de 25.3 kDa, la segunda
una proteina de secrecion de 26.5 kDa, ambas proteinas
pueden ser utilizadas conjuntamente con el GLP-110.1415,

El Servicio Autdonomo Instituto de Biomedicina "Dr. Jacinto
Convit” se ha esforzado en la basqueda de estrategias que
permitan controlar la lepra, a través del diagndstico precoz.
En pacientes tratados del Caserio Mamaria, Estado
Portuguesa, zona hiperendémica para Hansen, se realizaron
estudios de seguimiento serolégico utilizando la proteina de
fusion LID-1, como método de deteccion temprana de la

enfermedad’. Desde la década de los 80, se han realizados
estudios utilizando el GLP-1, especificamente el epitopo
disacarido unido a albimina de suero bovino (ND-0-BSA), asi
como su uso en estudios de recaidas de los pacientes
durante su tratamiento®-'8,

En virtud de ello, el Servicio Auténomo Instituto de
Biomedicina “Dr. Jacinto Convit" propuso estudiar la respuesta
de anticuerpos, dirigida hacia el conjugado ND-o- LID-1y de
sus componentes individuales: LID-1y HSA-ND, en individuos
del Caserio Mamaria del Estado Portuguesa, con el propdsito
de determinar si pueden ser utilizados como marcadores de
diagnostico temprano de la enfermedad.

Materiales y Métodos

Se realizé un estudio descriptivo y experimental. Para la
recoleccion de las muestras se realizaron varias salidas de
campo al caserio, durante un periodo de tres afios (2008-
2011). El caserio Mamaria se localiza en el estado Portuguesa
encabezando a nivel nacional uno de los estados con una
mayor tasa de deteccién de casos (Figura 1).

El Municipio Ospino estd organizado politicamente por
tres Parroquias; Parroquia Capital Ospino, Parroquia La
Estacion y Parroquia La Aparicién. Tiene una superficie de
1.675 Km?, representando el 11,01 % del total del Estado
Portuguesa. El Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit
posee el registro histérico de la enfermedad de Hansen del
caserio Mamaria, localizado en la Parroquia La Aparicion y
ubicado entre el cafio Guache y Marador (Figuras 2 y 3).

En el aflo 1997 la poblacién censada fue de 664 personas,
con un registro de 37 casos de Hansen. Entre los afos 1998-
2004 se registraron 89 casos y entre los afios 2005-2015, 27
casos mas. En mayo del afio 2009 la poblacién censada por
los Consejos Comunales fue de 498 habitantes. En los
registros del afo 2010, la poblacion de Mamaria estaba
conformada por 568 personas, con un registro de 103 casos
de Hansen, diagnosticados y tratados. Para ese afio se
censaron 165 familias, representando el grupo etario 0 a 24
afios el de mayor frecuencia (> 50%).

Sujetos

Se incluy6 una poblacién de 167 individuos, a quienes se
les realizd una encuesta que incluia datos demogréficos,
antecedentes personales, asi como aspectos clinicos,
histopatolégicos y bacteriolégicos de la enfermedad.
Conjuntamente la Dra. Mercedes Ferndndez, investigadora
del IVIC, realizd una encuesta familiar por casa, informacién
que permitié establecer la genealogia de cada familia.
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Figura 1. Enfermedad de Hansen. Tasa de Incidencia segun Entidad Federal. Fuente: Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit 2017.
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Figura 2. Croquis a mano alzada del Caserio Mamaria.
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Fuente: Lcdo. Ramén Sosa, 2006

Estudio Serologico

A cada individuo se les extrajo 5 mL de sangre periférica, para
posteriormente evaluar la respuesta humoral a través de un
ensayo inmunoenzimatico (ELISA), segun metodologia
previamente establecida '>?°. La proteina recombinante (LID-1)
y los conjugados (LID-1-0-ND y HSA-0-ND) fueron facilitados
por el Dr. Malcolm Duthie del Instituto de investigacion de
enfermedades infecciosas. (IDRI), Seattle-USA.
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Figura 3. Localizacion del caserio Mamaria en Google map.
2012

Fuente:
www.google.co.ve/maps/@9.2266574,-9.2923277,3142m/data=!3m1!1e3

Las placas de fondo plano (Dynatech, Immunolon 2) se
sensibilizaron con distintos antigenos: 0.1 pg /mL LID-1-0-ND,
1ug /mL de la proteina LID-1 y 1ug /mL de HSA-o-ND,
respectivamente, en un volumen de 50 plL/pozo. Se incubaron
a 4°C durante la noche y luego se afiadio 100 pL de buffer de
bloqueo a cada pozo, se incub6 durante 1 hora a temperatura
ambiente con agitacion suave. Posteriormente, se lavaron las
placas (4 veces) con la solucién de lavado PBS/ Tween-20 y
luego con PBS (2 veces). A continuacion, se afadioé el suero
de los pacientes, a una dilucion de 1:200 (50 uL) en solucién
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diluyente de anticuerpos. Luego, se anadio el suero secundario
anti-IgG/IgM humano conjugado con peroxidasa (Fc especifica,
Sigma), previamente titulado y diluido en PBS-T-20/BSA
(1:200.000). Se incubé durante dos horas a temperatura
ambiente, en agitacion suave. Una vez finalizado el tiempo
de incubacion, se lavaron las placas con la solucién de lavado
y se afiadié 50 ulL del sustrato, peroxido de hidrégeno (H,O»
30%, Merck) junto con el cromoégeno ortofenilenodiamino-
2HCI (Sigma), dejo6 incubar en la oscuridad a temperatura
ambiente durante 15 minutos y se detuvo la reaccién con una
solucion de H2SO4 1 N (25 ul). Finalmente, las placas se
leyeron en un lector de ELISA (LabSystemsMultiskan EX, type
355, Finlandia) utilizando un filtro a 492 nm. Los valores de
anticuerpos IgG/IgM circulantes dirigidos hacia los antigenos
recombinantes fueron expresados en densidad optica. Un
valor de densidad o6ptica (D.O.) > 0.2 se interpreté como
positivo. Para establecer el criterio de positividad en los
ensayos ELISA (punto de corte), se evaluaron muestras de
sueros de individuos aparentemente sanos. Este punto se
determin6 tomando la media de las densidades Opticas de
los sueros negativos mas tres desviaciones estandar de
dichos valores. Cada muestra fue evaluada por duplicado.

Tratamiento estadistico

Los datos fueron recolectados en una base de datos Excel
y se calcularon las medidas de tendencia central (Promedio)
y de dispersiéon (Desviacién estandar). Los analisis
descriptivos (frecuencias) se realizaron con el paquete
estadistico SPSS Statistics 17 (Nie, N., Hull, H., Bent, D. 2011.
SPSS. Chicago: IBM). La significancia estadistica de las
diferencias de frecuencias entre los grupos (casos versus
contactos) y la eficacia de los marcadores micobacterianos
fue estimada por la prueba de ji cuadrado (X?), usando tablas
de contingencia 2 x 2. Los valores de (p) se consideraron
significativos cuando el valor era menor o igual a 0,05.

Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por el Comité de Bioética del
Servicio Autdénomo Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto
Convit (CB-2015-01) y del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (CD-1552), con cumplimiento de
las pautas de confidencialidad y ética de la informacion.

Resultados

De los 167 individuos participantes, 98 eran del sexo
masculino (58,70%) y 69 del sexo femenino (41,30%). El
promedio de edad fue de 31,48 0 18,87 afios, siendo la edad
minima 6 afos y la maxima 81 afnos. De los 167 individuos,

62 (37,1%) eran casos de Hansen confirmados y 105 (62,9 %)
eran contactos. Los individuos con enfermedad de Hansen
fueron clasificados de acuerdo a las manifestaciones clinicas
e histopatoldgicas, observandose en la comunidad una
mayor frecuencia de lepra paucibacilar. De acuerdo a la
clasificacién microbiolégica, 71 % (44) de los casos eran
paucibacilar (LI, BT, LT) y 29 % (18) multibacilar (BB, BL y LL)
(Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion clinica, histopatologica y microbiologica de los
pacientes con enfermedad de Hansen

Clasificacion clinica histopatologica Casos confirmados %
Lepra Indeterminada (LI) 22.6 (14)
Borderline Tuberculoide (BT) 17.7 (11)

Lepra Tuberculoide (LT) 30.6 (19)
Borderline Borderline (BB) 12,9 (8)
Borderline Lepromatosa (BL) 9,7 (6)
Lepra Lepromatosa (LL) 6.5 (4)

Total 62

Clasificacion microbiolégica Casos confirmados %

Paucibacilar (PB) 71(44)
Multibacilar (MB) 29 (18)
Total 62

Fuente: historias clinicas del Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit

En la Tabla 2 se muestran la frecuencia de individuos
seropositivos (respondedores) a los diferentes marcadores
empleados (LID-1, LID-1-0-ND y HSA-0-ND). De los 62 casos
de Hansen evaluados, 16,13 % (10) respondieron a los
marcadores micobacterianos. En contraste, 5,7 % (6) de los
contactos respondieron a estos marcadores. Al establecer
comparaciones entre ambos grupos (casos versus contactos),
con respecto a la respuesta de anticuerpos dirigidos contra
los marcadores micobacterianos, se observo una diferencia
significativa (OR: 3,20, IC: 95%: 1,10-9,30, p = 0.013).

El 75 % (3/4) de los pacientes con LLy el 16,7 % (1/6) de
los pacientes con BL respondieron a los tres marcadores. En
contraste, 7,14 % (1/14) de los pacientes con LI, 5,26 % (1/19)
de los pacientes con LT y 16,7 % (1/6) de los pacientes con
BL respondieron a dos marcadores. Mientras, que un 6,25 %
(1/6) de los pacientes con BT, 5,26 % (1/19) de los pacientes
con LTy 7,14 % (1/14) de los pacientes con LI respondieron
a un solo marcador. Finalmente, al comparar la eficacia de los
marcadores micobacterianos evaluados, no se observaron
diferencias significativas.

Cabe destacar que el 28 % (5/18) de los pacientes
multibacilary el 11,4 % (5/44) de los paucibacilar mostraron
serologia positiva.
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Tabla 2. Frecuencia de individuos respondedores a los marcadores
micobacterianos LID-1, LID-1-0-ND y HSA- ND

Marcadores L BT LT BB BL LL  Casos Contactos

(n=14) (n=11) (n=19) (n=8) (n=6) (n=4) (n=62) (n=105)

LID-1/

LID-1-0-ND/ 0 0 0 0 1 3 4 0
HSA-ND

LID-1/

LID-1-0ND 0 0 0 0 1 o0 1 1
LID-1-0-ND/

HSA-ND 1 0 1 0 0o o 2 3
LID-1-0-ND 0 1 1 0 0 o 2 2
HSA-ND 1 0 ) 0 0o o 1 0
Total 2 1 2 0 2 3 10 6

Fuente: historias clinicas del Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit

En la figura 4 se visualiza la respuesta de anticuerpos
contra los marcadores micobacterianos (LID-1, conjugado
LID-1-0-ND y HSA-0-ND) en pacientes con enfermedad de
Hansen (n =10), agrupados de acuerdo a las manifestaciones
clinicas, y en los contactos (n=6).

A partir de la encuesta familiar por casa, se establecié la
genealogia de cada familia. Destacandose tres familias (F),
designadas como: C, Ty H. Como se puede observar en la
Tabla 3, los casos de Lepra presentes en las tres familias
representan el 42 % de los casos totales, registrandose en la
familia C todas las formas clinicas de esta enfermedad.

Al analizar la respuesta de anticuerpos, se observé que
dos casos multibacilar (LL) y uno (BL) de la familia C (Figura
5) y un caso paucibacilar de la familia T (BL: 1) respondieron
a los tres marcadores micobacterianos utilizados. En
contraste, no se observaron casos y contactos seropositivos
en la familia H.

Flgura 4. Respuesta serolégica positiva frente a marcadores
micobacterianos en los casos de Hansen agrupados de acuerdo a la
clinica y en los contactos

Fuente: historias clinicas del Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit

Tabla 3. Frecuencia de individuos con enfermedad de Hansen y
contactos de las familias C, Ty H

Familias LI BT LT BB BL LL  Casos Contactos
[ 2 1 2 1 1 2 9 7
T 1 3 3 2 1 0 10 16
H 2 1 3 1 [o] 0 7 23

Fuente: historias clinicas del Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit

Figura 5. Respuesta serologica frente a marcadores micobacterianos en la Familia C, Caserio Mamaria, Estado Portuguesa.

Proteina LID-1

A

Fuente: historias clinicas del Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit

ND-o-HSA

Conjugado ND-o-LID-1

Nota. Se indica el nimero de casos, clasificados de acuerdo a las formas clinicas de Lepra (LL: 2, BL: 1, BB: 1, BT: 1, LT: 2, LI: 2), y los
contactos (CTOS; n= 7) de la familia C. Un valor de D.O. O 0.2 es considerado positivo.
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Discusion

La enfermedad de Hansen es una enfermedad crénica,
infectocontagiosa, no hereditaria y endémica en algunos
paises. El mecanismo exacto de transmision es desconocido,
sin embargo, se cree que la diseminacién ocurre por via
respiratoria, ya que la secrecion nasal y la saliva de los
enfermos multibacilares no tratados contiene gran cantidad
de bacilos (se pueden eliminar 200.000 bacilos en 10
minutos). Por otra parte, se ha observado que el bacilo se
mantiene viable hasta 24 horas fuera del organismo. No se
ha documentado la transmisién a través de la placenta o por
contacto sexual y los féomites (objetos usados por los
enfermos), debido a la labilidad del bacilo y la necesidad de
recibir una gran cantidad de bacilos para causar la
infeccion?'. Aunque el ser humano es el hospedero y
reservorio del M. leprae, es posible encontrar otros
reservorios no humanos como los suelos, el agua, vegetales,
amibas y artrépodos. Se han realizado pocas investigaciones
para busqueda de M. leprae en estos lugares, sin embargo,
en 1986 Kazda notificé haber aislado M. leprae de suelos de
Bombay??, siendo confirmado en el 2006 por Lavania, cuando
detectd, por la prueba de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), el DNA de M. leprae en suelos de la India?3.
Wheat y colaboradores demostraron en el 2014 que el M.
leprae puede permanecer viable por largo tiempo en amibas
libres en el medio ambiente, conservando su virulencia y
encontrando un reservorio distinto al humano?*. Este
hallazgo tiene gran importancia epidemioldgica y es de
urgencia profundizar la busqueda de reservorios no humanos
que pudieran mantener la transmisibilidad de la lepra,
principalmente en zonas que se dedican a la actividad
agricola y pecuaria.

En Venezuela en 1997, se alcanzd a nivel nacional la
eliminacion de la lepra como problema de salud publica
(segun OMS, tasa de prevalencia menor a uno por 10.000
habitantes), quedando regiones o estados hiperendémicos,
siendo Portuguesa el estado con mayor tasa de incidencia
>1/10.000 habitantes, luego Cojedes, Barinas, Apure con
tasas entre 0,5 -1y Distrito Capital y Guarico con tasas entre
0,2- 0,5. El resto de los estados presentan una tasa de
incidencia < 0,2/10.000 habitantes?®.

Los estados con la prevalencia mas alta han sido objeto
de estudio de seguimiento durante los Ultimos diecisiete
afios. Como se indicé anteriormente el estado Portuguesa es
el que posee la mayor tasa de incidencia, constituyéndose la
comunidad Mamaria un area de estudio desde hace casi dos
décadas.

La comunidad Mamaria perteneciente al estado
Portuguesa, ubicada en los llanos centrales de Venezuela,
presenta una estructura topografica y geografica de tipo

rural/dispersa, donde el mapa del comportamiento de la
diversidad de indicadores de inequidad y desigualdad social
conforman el escenario proclive para el desarrollo de
diferentes patologias, en especial las llamadas enfermedades
olvidadas y desatendidas (OMS-OPS), como la lepra.

Desde el aflo 2008 se iniciaron nuevas salidas de campo
con la finalidad de determinar marcadores de susceptibilidad
y/o proteccién a la enfermedad, asi como establecer la data
etnografica de la comunidad, a través de registros
fotograficos, de formas de vida, y datos de produccién
econdmica y social. Durante estas salidas se colectaron
muestras de sangre periférica de 167 individuos, 58,70% del
sexo masculino y 41,30% del sexo femenino, con edades
comprendidas entre 6 y 81 afios. De los 167 individuos, 37,1%
eran casos de Hansen confirmados, con edades
comprendidas entre 8 y 76 afios, y 62,9 % eran contactos. Los
individuos con enfermedad de Hansen fueron clasificados de
acuerdo a las manifestaciones clinicas e histopatolégicas en:
LI, BT, LT, BB, BL y LL. Basados en la clasificacién
microbioldgica, se observé una mayor frecuencia de lepra
Paucibacilar (71 %) en la comunidad. Podemos mencionar
similar comportamiento en estudios realizados en 7
comunidades del estado Cojedes donde encontramos un alto
nimero de casos de la forma paucibacilar: LI (33,07%), BT
(32,28%), LT (7,0%) y LL (2,36%)2°.

En los Ultimos afos se han desarrollado y evaluado
diferentes marcadores moleculares, especificos de la
enfermedad de Hansen, para su deteccion temprana y asi
establecer medidas de control de la enfermedad.

En relacién a la reactividad seroldgica, es bien sabido que
dependiendo del espectro clinico de la enfermedad, los
pacientes de lepra pueden caracterizarse por tener una
reactividad elevada de anticuerpos (pacientes multibacilares:
LL/BL/BB) y una respuesta celular disminuida dirigida a
antigenos del M. leprae, siendo la reactividad inversa en los
pacientes paucibacilares (LI/LT/BT).

Duthie y colaboradores demostraron que las proteinas
micobacterianas: ML0405 y ML2331 son antigenos del M.
leprae con un potencial diagnostico de pacientes con lepra
multibacilar, independiente de la ubicaciéon geografica y/o
zonas endémicas. En Venezuela, utilizando estos marcadores
proteicos se detecté una alta reactividad serolégica en los
pacientes, la cual disminuia al ser sometidos a la terapia
multidroga. Conjuntamente, sintetizaron a partir de las
proteinas ML0O405 y la ML2331 una proteina de fusion
[lamada LID-1, la cual pudiese proporcionar una herramienta
de diagnostico antes de la aparicion de signos y sintomas
clinicos, con utilidad en el monitoreo de la eficacia del
tratamiento y la presencia de recaidas en la enfermedad.
Estas 3 proteinas se evaluaron en otras zonas endémicas de
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Venezuela, como San Carlos, estado Cojedes, observandose
la ausencia de reactividad seroldgica frente a las mismas en
los individuos previamente vacunados o no con BCG (Bacillus
de Calmette y Guérin), descartandose asi la existencia de
reaccion cruzada con otras micobacterias’. En el presente
trabajo se evalué la respuesta seroldgica frente a
componentes micobacterianos de M. leprae, en una
poblacion hiperendémica para la enfermedad de Hansen. De
los 62 casos de Hansen evaluados, 16,13% respondieron a los
marcadores micobacterianos, detectandose principalmente
los casos multibacilar correlacionandose esta respuesta con
la presencia de la carga bacilar®'. En concordancia con lo
descrito previamente por Duthie y colaboradores, quienes
encontraron una alta reactividad serolégica en los pacientes
multibacilares hacia las proteinas ML0405, ML2331 y LID-1,
respuesta que desaparecia una vez tratado los pacientes™.
Actualmente, existen varios estudios en que se esta
evaluando el GLP-1 sintético, el natural disacarido (ND),
antigénicamente activo o inmunodominante, unido con la
proteina de fusion LID-1. Cardoso y colaboradores, evaluaron
este conjugado en pacientes multibacilares (MB) vy
paucibacilares (PB), contactos de zona endémica, pacientes
con tuberculosis e individuos sanos, observando una mayor
sensibilidad y especificidad del conjugado comparado con el
GLP-1 nativo?’-2°.

Cabe destacar, que en el presente estudio un 5,7 % de los
contactos respondieron a los marcadores LID-1, LID-1-0-ND
y HSA-o-N, pudiéndose considerar este grupo de individuos
como casos tempranos de la enfermedad, es decir, pacientes
que aun no han mostrado las manifestaciones clinicas
caracteristicas de la enfermedad de Hansen. Por lo tanto,
estos resultados sugieren la relevancia y utilidad de dichos
marcadores como herramienta de diagndéstico temprano de
la enfermedad en zonas hiperendémicas para Lepra.

La frecuencia de Lepra en nifios es un indicador de la
prevalencia de la enfermedad en la poblacién general y su
deteccion temprana ayuda a conocer la historia natural de la
enfermedad, su periodo de incubacién y la fuente. En los datos
socioeconomicos del caserio Mamaria para el periodo en estudio,
la mitad de la poblacién era menor a los 18 afios de edad. Es bien
sabido, que algunas veces las lesiones en nifios pasan
desapercibidas y se confunden con otras patologias, como
pitiriasis alba, pitiriasis versicolor, vitiligo, manifestandose la
enfermedad tempranamente en la edad adulta con
discapacidades®®. Contreras M, quién realiz6 un estudio
retrospectivo, en cual evalué 101 pacientes menores de 15 afos
de edad, en el Instituto de Biomedicina “Dr. Jacinto Convit”
durante el periodo 1980-2010, describié que la forma BT era
la mas predominante, seguida de la forma lepromatosa31,
similar a los resultados encontrado por otros autores32. En
el presente estudio, de los 167 individuos incluidos, 34% (13
casos y 44 contactos) tenian un rango de edad comprendido

entre 6 y 19 aflos. Ademas, las formas paucibacilares son las
mas frecuentes (LT: 3, BT: 2, LI: 5). Es importante sefalar, que
de los contactos que dieron serologia positiva para los
marcadores micobacterianos utilizados, el 83 % tenian
edades comprendidas entre 9 y 18 afios. Por lo tanto, hay que
tomar en cuenta estrategias de prevencién, considerando la
presencia de individuos susceptibles expuestos a individuos
infectados. Igualmente, los nifilos son mas susceptibles que
los adultos en desarrollar la enfermedad cuando viven en
zonas endémicas, debido a que su sistema inmunitario no se
ha desarrollado y madurado completamente y por el
contacto intra-domiciliario con familiares pertenecientes al
polo lepromatoso?’. Es importante reforzar la capacitacion
del personal para un diagnoéstico y tratamiento temprano, lo
que disminuiria a futuro las complicaciones y en
consecuencia impactaria en la prevalencia de esta
enfermedad. Por lo tanto, el diagndstico precoz de la lepra,
el adecuado manejo, tanto el tratamiento especifico de la
enfermedad, como el de la neuritis y los fendmenos
reaccionales, contribuirdn a la disminucién de las secuelas
discapacitantes y a su erradicacion en la préxima década.

Al comparar, entre casos y contactos, la respuesta de
anticuerpos dirigida contra los marcadores micobacterianos
evaluados, se observd una frecuencia significativamente
incrementada de casos que respondian a estos marcadores
(OR: 3,20, IC: 95%: 1,10-9,30, p=0.013), permitiendo el
diagnostico de casos de lepra, principalmente las formas
multibacilar. Es importante resaltar que la comunidad de
Mamaria ha sido abordada por el Instituto de Biomedicina
desde el afio 1999, por lo tanto, es una poblacién que ya ha
sido sometida a tratamiento, de alli el bajo porcentaje de
casos seropositivos a los antigenos micobacterianos
evaluados. Por lo tanto, los casos seropositivos detectados
fueron casos que no se sometieron o no cumplieron el
tratamiento (n= 6) y casos nuevos (n= 4), estos ultimos
diagnosticados en el afio 2011, afio en que se realizaron las
pruebas seroldgicas.

En relacion al establecimiento del parentesco entre los
miembros de esta comunidad parcialmente cerrada, se
tomaron 167 muestras de sueros y componentes celulares, la
primera para realizar estudios seroldgicos y la segunda para
realizar posteriores estudios genéticos. Previamente a la
toma de la muestra sanguinea se establecid la filiacion
familiar de la comunidad, bajo conocimiento informado,
observandose tres familias de interés (C, Ty H) para estudios
genéticos futuros. Los casos de Lepra presentes en estas tres
familias constituyen el 42 % (n= 26) de los casos totales,
registrandose en la familia C todas las formas clinicas de
Lepra y el caso indice de la enfermedad en la comunidad. Al
analizar la respuesta de anticuerpos en las tres familias, se
confirmaron por serologia cuatro casos de los 8 casos
multibacilares y ningln caso de los 18 paucibacilares. Cabe
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destacar que ninguno de los tres marcadores permitio
detectar casos de lepra Borderline Borderline (BB), pero si el
caso Borderline Lepromatosa (BL) y Lepra Lepromatosa (LL),
esta Ultima forma caracterizada por altas concentraciones de
anticuerpos circulantes contra M. leprae.

En base a los resultados obtenidos en el presente estudio
podemos sugerir que los marcadores micobacterianos
evaluados, LID-1, LID-1-0-ND y ND-o0-HSA, pueden ser de
gran utilidad en el diagndstico de casos de lepra no tratados
y de esta manera poder hacer un seguimiento de los mismos,
ya que en los individuos sometidos a tratamiento la
respuesta a estos marcadores micobacterianos disminuye a
niveles indetectables. Asimismo, estos marcadores
micobacterianos serian beneficiosos en el diagnostico de
casos tempranos en zonas endémicas, es decir, permitiria
detectar aquellos casos que aun no han mostrado las
manifestaciones clinicas caracteristicas de la enfermedad de
Hansen, pero que han estado en contacto con M. leprae.
Finalmente estos marcadores, representarian a diferencia de
la baciloscopia, en la cual se realiza la incisién de los l6bulos
de ambas orejas, pliegues de ambas rodillas y de ambos
codos para la obtencion de linfa, y de la biopsia de piel, un
método de diagnodstico rapido y menos invasivo.

Y por otra parte la finalidad de la estrategia mundial de
eliminacién de la lepra 2016-2020 tiene como objeto acelerar
la accion hacia un mundo sin lepra. Su fundamento se basaria
en implementar medidas gubernamentales para detener la
enfermedad. Por lo tanto, entre otras medidas, es de gran
ayuda centrarse en la deteccién temprana de los casos antes
que aparezcan las deformidades visibles.
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