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Resumen 

La lepra es una enfermedad crónica infecciosa causada por las micobacterias M. 

leprae y M. lepromatosis. Aunque no es una enfermedad potencialmente letal, es 

considerada altamente discapacitante e invalidante debido a las deformidades 

irreversibles que genera. Para su detección, la herramienta de diagnóstico más 

usada anteriormente era la baciloscopía de biopsias de piel, pero una sus 

principales limitaciones era el número de bacilos presentes en las muestras que se 

podía detectar, ya que la cantidad de dichas bacterias no es uniforme e incluso llega 

a ser inexistente en algunos pacientes, por lo que no representaba una prueba de 

diagnóstico confiable. Ante este problema, se introdujo el empleo de técnicas 

moleculares, como la PCR, que poseen una alta sensibilidad y especificidad para la 

identificación oportuna y correcta de ambas bacterias.     

En el presente trabajo se realizó la identificación las micobacterias M. leprae y M. 

lepromatosis en biopsias de piel de 22 pacientes de distintos países de América 

Latina. Para ello, se llevó a cabo la amplificación del fragmento repetitivo RLEP 

presente en M. leprae y el gen hemN contenido en M. lepromatosis empleando la 

técnica de la PCR punto final. Con esta técnica se logró identificar al 50% del total 

de las muestras, y se encontró que 4 biopsias contenían a la especie M. 

lepromatosis, otras 4 presentaban una infección mixta por ambas micobacterias y 

las 3 biopsias restante únicamente poseían a la especie M. leprae. Posteriormente, 

los productos de amplificación obtenídos fueron secuenciados, y clonados en el 

plásmido pGEM-T Easy con el fin de generar controles positivos de ambos 

materiales genéticos para su posterior uso y estudio. Con estos resultados se 

demostró que la especie con mayor frecuencia fue M. lepromatosis, y además dicha 

especie se identificó por primera vez en pacientes de la República Dominicana. 

Adicionalmente, este es el primer trabajo en donde se reporta la clonación de ambos 

materiales genéticos como una solución para satisfacer la necesidad de contar con 

estándares de referencia para las pruebas de PCR.  
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1. Introducción 

La lepra, también denominada la enfermedad de Hansen, ha sido descrita como la 

enfermedad más antigüa conocida por el hombre16, 17, 38, 84 que a pesar del desarrollo 

de las herramientas de diagnóstico y tratamiento continúa siendo un problema de 

salud a nivel mundial106. Si bien, hoy en día el número de casos nuevos anuales 

reportados presenta un mayor control que hace cincuenta años78, las migraciones 

poblacionales (incluyendo el turismo) propician su distribución a prácticamente 

todos los países del mundo. Además, las áreas de endemicidad de la lepra 

continúan presentando factores sociales y culturales que impiden su erradicación, 

tales como la pobreza y la desigualdad estructural106. Ejemplo de esto es la Región 

de las Américas, la cual hasta finales del año 2018, fue registrada como el segundo 

lugar donde se reportó la mayor prevalencia y el mayor aumento de los casos 

nuevos identificados de la enfermedad, los cuales se concentraron en: 1) Brasil (el 

segundo país con más casos de lepra al año), 2) Paraguay, 3) Colombia, 4) 

Argentina y 5) Venezuela110, países que generalmente presentan flujos de 

migración intrarregionales importantes que se intensifícan año con año26, o bien, 

poseen destinos turísticos atractivos que indirectamente facilitan la transmisión 

internacional de la lepra. 

De manera general, podemos definir a la lepra como una enfermedad 

granulomatosa infecciosa crónica32, 34, 51, causada por las bacterias Mycobacterium 

leprae (M. leprae) y Mycobacterium lepromatosis (M. lepromatosis)46, 51, las cuales 

causa afecciones principalmente en la piel, la mucosa de las vías respiratorias 

superiores, los nervioso periférico y los ojos27, 55, 59, 103, 106, mismas que en un inicio 
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suelen pasar desapercibidas por los pacientes, pero eventualmente evolucionan a 

cuadros más severos aunque raramente mortales.  

La evolución, la severidad y la forma clínica que va a presentar cada paciente, está 

influenciada por el estado inmunológico del hospedero y la(s) micobacteria(s) 

causante(s) de la infección25, 38, 78. Generalmente, el desequilibrio o el deterioro 

inmunológico así como las exacerbaciones de la respuesta inflamatoria del paciente 

son los causantes de las complicaciones propias de la lepra, las cuales provocan el 

daño neurológico permanente en los nervios periféricos (lo que culmina en una 

discapacidad) o conducen al fallecimiento de la persona28, 68.  

Actualmente, la situación de la lepra ya no es prioritaria para la Organización 

Mundial de la Salud108, pero a pesar de poseer un tratamiento que llevado a cabo 

de manera oprotuna y adecuada logra curar a los pacientes, sigue siendo 

considerada como una de las enfermedades más temídas y más estigmatizadas por 

las personas, debido a las deformaciones irreversibles que se generan 

principalmente en el cartílago y extremidades34. 
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2. Antecedente 

2.1. Características generales   

 

Los agentes etiológicos causantes de la lepra son las bacterias M. leprae y M. 

lepromatosis, ambas son bacilos ácido-alcohol resistentes (BAAR), consideradas 

Gram (+), que fueron descritas en los años 1873 (por G. Hansen) y 2008 (por X. 

Han et. al) respectivamente32, 46, 50, 51.  

Estas micobacterias taxonómicamente pertenecen al grupo de los actinomicetos, de 

la familia Mycobacteriaceae. Morfológicamente las identificamos bacilos 

ligeramente curvos, de un tamaño entre 1 a 8 m de longitud por un diámetro de 0.3 

m en promedio, no son móviles ni esporulados, no presentan cápsula, su 

replicación es por fisión binaria, y son capaces de formar agrupaciones 

denominadas globis cuando se encuentran dentro de sus células blanco32, 34, 46, 86.   

Son organismos intracelulares obligados, que tienen tropismo por las células del 

sistema reticuloendotelial (específicamente los macrófagos) y las células de 

Schwann de los nervios periféricos, además presentan un largo periodo de 

replicación, el cual tarda en promedio de 11 a 14 días78, 86 lo que en conjunto, 

dificulta su cultivo in vitro el cual hasta la fecha no ha tenído éxito, únicamente se le 

han logrado replicar en los cojinetes de las patas de los armadillos y hembras de 

ratones Swiss16, 32, 65. 

La estructura de la pared celular de estas micobacterias es muy similar a la de M. 

tuberculosis, básicamente presentan los mismos componentes, pero en cantidades 

ligeramente diferentes14. Entre los lípidos principales que componen la pared celular 

resaltan el dimicocerosato de tiocerol (PDIM) y el glucolípido fenólico-1 (PGL-I), 
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ambos son blanco de las inmunoglobulinas M durante la respuesta humoral e 

inhiben la capacidad bactericida de los macrófagos favoreciendo la infección. 

Además, poseen una capa del lipoarabinomanano, cuya importancia recae en ser 

el antígeno de los macrófagos (lo que explica su predilección por estás células) y a 

su vez modula la actividad bactericida dentro de estos16, 34, 53, 55, 94.   

2.2. Genoma de M. leprae y M. lepromatosis  

La investigación del genoma en ambas especies de micobacterias ha revelado 

diferencias significativas dentro del género Mycobacterium, y a su vez ha 

contribuído a la comprensión de la variabilidad clínica, filogenia, patogenia y 

distribución geográfica de la lepra. De la misma manera, ha permitido el desarrollo 

de mejores herramientas de diagnóstico, epidemiología molecular y tratamiento de 

la enfermedad50, 91, 106.      

Los diversos estudios que se han elaborado en la última década han reportado que 

los genomas de M. leprae y M. lepromatosis contienen 3.26 megabases (Mb) y 3.21 

(Mb) respectivamente, lo que los convierte en los genomas más pequeños y 

estables de su género (Cuadro 1)12, 45, 50. Además, se observó que muchos de los 

genes funcionales en otras micobacterias se encuentran silenciados o como 

pseudogenes, principalmente aquellos encargados de funciones metabólicas y la 

división extracelular, lo que explica su largo periodo de incubación y que sea una 

bacteria intracelular obligada34.  
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Cuadro 1. Comparación de las características de los genomas entre diferentes 

especies de Mycobacterium 

Características 

M. 

tuberculosis 

H37Rv 

M. 

avium 

K-10 

M. 

marinum 

E11 

M. 

ulcerans 

M. 

leprae 

M. 

lepromatosis 

Tamaño del 

genoma (Mb) 
4.41 4.83 6.34 5.63 3.26 3.21 

GC% 65.6 69.3 65.8 65.5 57.8 57.9 

Genes 4 008 4 546 5 326 5 255 2 875 2 857 

Pseudogenes 30 183 162 1 370 812 742 

 

Hoy en día, debido a la secuenciación de sus genomas, tenemos conocimiento de 

que ambas especies comparten similitudes genómicas, entre las cuales resaltan la 

degeneración del gen mmaA3 a pseudogen, la presencia de secuencias insertadas 

únicas ricas en AT en el gen 16S rRNA, el porcentaje GC y las repeticiones en 

tádem idénticas de seis bases en rpoT50, 56. Dichas similitudes sugirieron que la 

especie M. lepromatosis era el resultado de la evolución de M. leprae, pero el 

análisis de 20 genes y pseudogenes presentes en M. lepromatosis demostró que 

posee una diferencia global de nucleótidos de 9.1% con respecto a M. leprae, dicho 

de otra manera, una identidad de nucléotidos de 90.9% (93.1% para los genes 

codificadores y 79.1% para los pseudogenes)45, 50, evidenciando una divergencia a 

nivel especie de un mismo antepasado común (Figura 1)91, 92.  

Además, se observó que ambas bacterias presentan un genoma constituído en 

general por 40% pseudogenes y 50% genes compartidos con el último ancestro 

común, por lo que las investigaciones sugieren que la divergencia que tuvieron fue 

aproximadamente hace 10 millones de años, y posiblemente se llevó a cabo en el 

mismo espacio y tiempo que la evolución humana, ocasionando que en algún punto 

estos bacilos utilizaran a los homínidos como sus hospederos45, 47, y dicho evento 
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fue la causa de la inactivación genética masiva, lo que las hizo dependientes de su 

forma parasitaria47, 45, 50. 

 
 

Figura 1. Árbol filogenético de varias especies de Mycobacterium basado en las 

secuencias de aminoácidos de la proteína RpoB. Han XY, Silva FJ. (2014).  

 

El conocimiento de sus características genómicas también permitió la identificación 

de genes de virulencia que codifican y regulan la actividad de los factores 

encargados del desarrollo de la patogénesis de la enfermedad, la actividad 

metabólica de las bacterias y los genes diana que actualmente se utilizan para el 

desarrollo de las técnicas moleculares que permiten la identificación y diferenciación 

de ambas especies71.  

 



 
 

15 
 

2.3. Epidemiología 

2.3.1. Panorama mundial 

En el año 1953 el Comité de Expertos en Lepra creado por la Organización Mundial 

de la Salud (OMS), reportó que existía un total de 10,786,000 casos de lepra a nivel 

mundial78. Ante este problema se implementó el uso de la multiterapia antibiótica 

(MDT), lo que contribuyó a reducir drásticamente la incidencia de la enfermedad, y 

para principios de los 90’s únicamente se tenían registro de 5.5 millones de 

pacientes con esta condición78, 84. Para disminuir más la prevalencia de la 

enfermedad en el año 1990 la OMS propuso la “Estrategia Final” para erradicar a la 

lepra a nivel mundial, y en el año 2000 la implementó, estableciendo una meta de 1 

caso de lepra por cada 10,000 habitantes. Su objetivo, fue buscar la destinación de 

mayor cantidad de recursos a las acciones básicas del plan, las cuales consistían 

en la detección oportuna de casos a nivel regional y nacional y el ampliamiento de 

la cobertura del tratamiento multimedicamentoso. Gracias al apoyo político de cada 

país que participó, la meta fue alcanzada6.  

Aunque se logró bajar la incidencia de casos nuevos en todo el mundo, durante el 

año 2019 un total de 113 países reportaron casos a la OMS (Figura 2), dando un 

total de 205,185 casos nuevos a nivel mundial, concentrándose el mayor número 

de ellos en: 1) India, 2) Brasil, 3) Indonesia, 4) Nepal, 5) Bangladesh, 6) Etiopía, 7) 

República Democrática del Congo, 8) Myanmar, 9) Somalia y 10) Nigeria110.  

Actualmente la lepra sigue presentando una distribución mundial y continúa la 

existencia de las zonas endémicas, generalmente ubicadas en países tropicales, 

subtropicales y/o en vías de desarrollo, debido a la notable diferencia en las 
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comunidades rurales (y en algunos casos urbanas), el estado socioeconómico y la 

inaccesibilidad a centros de salud (entre otros factores) en comparación con países 

desarrollados57, 59, 84. 
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Figura 2. Distribución geográfica de los casos nuevos de lepra reportados en el año 2019. Weekly epidemiological record. 

(2020).  
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2.3.2. Panorama continental 

El continente americano sigue considerandose una región endémica de lepra y 

durante el año 2019 se reportó un total de 29,936 casos nuevos diagnosticados, de 

los cuales el 93.07% de ellos se concentran en Brasil, el 5.79% en los siguientes 7 

países: 1) Paraguay, 2) Colombia, 3) Venezuela, 4) Argentina, 5) Cuba, 6) México 

y 7) República Dominicana, y el resto del porcentaje en los demás países de la 

región110.  

En México, el número de casos nuevos reportados ha disminuido en un 99.18% 

entre los años 1989 y 2018, al pasar de 16,694 a 136, la Secretaría de Salud reporta 

que existen 21 estados con incidencia de lepra, pero el 60% de la prevalencia 

nacional se concentra en: 1) Sinaloa, 2) Michoacán, 3) Nuevo León, 4) Guerrero y 

5) Nayarit87, 110.  

2.4. Descripción de la enfermedad  

2.4.1. Hallazgos clínicos generales  

La lepra provoca afecciones en la piel, la mucosa de las vías respiratorias 

superiores, el sistema nervioso periférico y los ojos, aunque en casos avanzado está 

delimitación se pierde y se habla de un compromiso sistémico.  

a) Afecciones en la piel  

En etapas iniciales se presentan máculas hipopigmentadas, eritematosas o lesiones 

cutáneas similares a mixedemas especialmente en las manos y la cara55, 103. En 

algunos casos se observan zonas alopécicas con la piel tensa y lisa, y la mayoría 

de los pacientes pierden las cejas y las pestañas25, 27. A medida que la enfermedad 

progresa, las lesiones comienzan a presentar telangiectasias que aparecen en el 
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tronco y la cara, la piel se pliega, se vuelve más delgada y atrofica, lo que da la 

apariencia de un envejecimiento prematuro55, 103. Cuando se llega a una etapa 

avanzada, las manifestaciones clínicas son más severas e incluso pueden incluir la 

necrosis de la piel13, 25, 103.  

b) Afecciones de la mucosa  

La zona más afectada es la mucosa nasal. Al inicio los pacientes experimentan 

rinitis, pero a medida que la enfermedad progresa la mucosa nasal se inflama, se 

reseca y se llena de costras, lo que conlleva a presentar secreción nasal, epistaxis 

e incluso obstrucción. En etapas avanzadas, la mucosa se ulcera y se perfora el 

tabique, lo que deforma la nariz, dando lugar a lo que medicamente se denomina 

“nariz torcida” o “ensillada”, y dependiendo de la severidad del caso, la laringe puede 

resultar afectada, lo que ocasiona disfonía en el paciente55, 103.  

c) Afecciones del sistema nervioso periférico  

La enfermedad de Hansen se considera altamente discapacitante y deformante 

debido al daño nervioso que genera, el cual va a depender de la forma clínica de la 

lepra y la etapa de progresión de esta. De manera general, estas micobacterias 

poseen la capacidad de afectar la función sensorial, motora y autónoma de los 

nervios perifericos59, 103.  En etapas tempranas la mayoría de los pacientes 

presentan pérdida de la sensibilidad, debido a la inflamación y engrosamiento de 

los nervios periféricos, dicha afección suele comenzar en el nervio tibial posterior, 

es decir, los pacientes presentan anestesia en las plantas de los pies, pero si la 

enfermedad progresa, puede observarse afectando a los nervios cubital, mediano, 

poplíteo lateral y facial55, 59, 103.  
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d) Afecciones oculares  

Es raro observar complicaciones en pacientes que cursan etapas tempranas o 

formas no tan agresivas de lepra. Los problemas suelen presentarse en las formas 

lepromatosas difusas, produciendo madarosis, un brillo excesivo en los ojos, 

engrosamiento corneal y nódulos en los casos más severos55. Además, se ha 

reportado que aproximadamente el 5.3% de los pacientes van a presentar ceguera, 

esto es igualmente causado por el daño nervioso o bien por la invasión de los bacilos 

a la piel cercana o al ojo mismo27, 103.  

2.4.2. Clasificación 

Se ha mencionado anteriormente que la lepra presenta varias formas clínicas, 

determinadas principalmente por el estado inmunológico del paciente, y por ello se 

clasifica de distintas maneras.  

a) Clasificación de Ridley-Jopling (RJ) 

El principal sistema de clasificación se denomina Ridley-Jopling y se basa en las 

manifestaciones clínicas presentes, este sistema agrupa a la lepra en 5 grupos: 1) 

lepra tuberculoide (TT o polo tuberculoide), 2) lepra borderline-tuberculoide (BT), 3) 

lepra intermedia o borderline-borderline (BB), 4) lepra borderline-lepromatosa (BL) 

o 5) lepra lepromatosa (LL o polo lepromatoso)34, 79. 

a. Forma tuberculoide  

Aquí las manifestaciones clínicas consisten en escasas máculas anestésicas 

(indoloras) hipopigmentadas bien definidas, los bordes de dichas lesiones están 

elevados y eritematosos con los centros atróficos, que pueden dar una apariencia 

anular, además presentan una distribución unilateral y ocurren predomiantemente 
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en las extremidades38, 79. Esta forma es poco perjudicial para los nervios periféricos 

y rara vez existe la pérdida de la sensibilidad, per se asocia con el desarrollo de la 

anhidrosis y la pérdida de estructuras anexiales. Generalmente se observa en 

pacientes inmunocompetentes, por lo que las lesiones no suelen ser grandes ni 

numerosas, e incluso pueden presentar una resolución “espontánea”, por lo cual se 

le considera una forma autolimitada y poco contagiosa34, 38, 78. 

b. Formas intermedias o dimorfas 

Frecuentemente, todos los casos dimorfos o borderline se presentan en las etapas 

tempranas de la enfermedad, pero sin el tratamiento oportuno eventualmente 

evolucionan a alguno de los dos polos34, 38.  En general, las lesiones presentadas 

son maculares e hipocrómicas, sin embargo, cada una de las tres formas dimorfas 

quedan definidas y delimitadas por varios signos clínicos compatibles con las 

lesiones tuberculoides o lepromatosas38.  En la presentación de lepra tuberculoide 

limítrofe (BT) se observa la presencia de varias lesiones de gran tamaño (2 a 20 

cm) asimétricas e hipoestésicas con partículas periféricas o infiltración de la piel3, 78, 

79. La presentación intermedia (BB) se define por el aumento en el número de 

lesiones anulares no anestésicas con bordes indistintos34, 38, 79, y por último la forma 

lepromatosa limítrofe (BL) presenta más de diez lepromas, con placas eritematosas 

y escamosas que pueden ser circulares o anulares, bilaterales y no anestésicas34, 

29, 78, 79. La duración de esta estapa es muy variada ya que depende del paciente, 

pero tiene un intervalo de tiempo de pocos meses hasta 5 años, y el síntoma con el 

cual se establece un cambio a una etapa más avanzada es la pérdida de la 

sensibilidad38. 
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c. Forma lepromatosa 

Es la presentación más agresiva de la enfermedad, la más contagiosa y la que 

conduce a las deformidades típicas de la lepra y sus complicaciones38. A diferencia 

de la forma tuberculoide, las lesiones tienen una distribución bilateral, son simétricas 

y dolorosas. Medicamente se les denomina lepromas, y tienen apariencia de 

pápulas o nodulos de color rojo-marrón en la piel y en las mucosas25, 34, 38, 79. Aunque 

pueden aparecer en todo el cuerpo tienen preferencia por la cara, los lóbulos de las 

orejas y los dedos de las manos y los pies. En casos avanzados, estos lepromas 

dan lugar a las deformaciones características de la lepra denominadas facies 

leonina, madarosis (pérdida total o parcial de pestañas y cejas) y la nariz ensillada25, 

34. A diferencia de la forma tuberculoide, este polo genera un daño severo a los 

nervios periféricos y al igual que los lepromas, es un daño bilateral, difuso y 

simétrico, que afecta tanto a nervios sensoriales como motores dependiendo de la 

etapa de la enfermedad8, 34, 78, 79.   

Ambas especies de lepra son capaces de generar las 5 formas, pero M. 

lepromatosis o la infección dual de M. lepromatosis y M. leprae son las que se 

relacionan más frecuentemente con la forma lepromatosa, así como con su 

complicación más severa denominada lepra lepromatosa difusa (DLL)25, 56, 92. 

b) Clasificación OMS 

Existe otra clasificación más reciente adoptada por la OMS que hace más sencilla 

la elección del tratamiento78, 109, esta se basa en los hallazgos clínicos de los 

pacientes y el índice bacteriológico41, 109.  
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La primera forma se denomina lepra paucibacilar (PB), los pacientes presentan 

menos de cinco lesiones cutáneas (las cuales pueden sanar “espontáneamente” o 

no)34. Al observar los frotis cutáneos se observan relativamente pocos bacilos, o 

más estrictamente, un índice bacteriológico menor o igual a 1, el cual se calcula 

contando de 6 a 8 frotis y expresando el resultado en escala logarítmica del 1 al 6+ 

34, 41, 109. Debido a esto, se determina que el paciente se encuentra 

inmunocompetente, y por lo mismo esta forma se relaciona con los casos de lepra 

tuberculoide38, 58. La segunda forma de esta clasificación se denomina lepra 

multibacilar (MB), en la cual los pacientes presentan cinco o más lesiones cutáneas, 

que generalmente son rugosas y nodulares, y sus frotis cutáneos presentan una 

carga bacilar alta, o mayor o igual a 2 34, 41, 109. A diferencia de la lepra paucibacilar, 

los pacientes se encuentran en un estado inmunodeprimido, y debido a esto, la 

presentación clínica más observada en estos casos es la lepra lepromatosa34, 38, 58, 

78.   

La relación entre ambas clasificaciones se resume en el Cuadro 2.  
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Cuadro 2. Relación entre los aspectos clínicos y biológicos de las dos principales 

clasificaciones de la lepra. 

 

2.4.3. Complicaciones y reacciones agudas 

En general, el desarrollo de la lepra está basado en el patrón de la respuesta 

inmunológica montada por el paciente en contra de las micobacterias111, y por lo 

mismo, el deterioro del equilibrio inmunológico y las exacerbaciones inflamatorias 

propician complicaciones de la lepra, las cuales son la principal causa del daño 

neurológico permanente y en ocasiones el fallecimiento de la persona, por lo que 

actualmente se les considera una emergencia médica28, 34, 38, 68, 103. En promedio, 

entre un 30% y 50% de los pacientes desarrollan este tipo de afecciones las cuales 

se pueden presentar durante el curso de la enfermedad o durante el tratamiento28, 

38, 58 y, a la fecha, dichas complicaciones se dividen en tres tipos: 1) reacción reversa 
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(RR), reacción de reversión o reacción de tipo I (T1 R)78, 80, 104, 2) eritema nodoso 

leproso (ENL) o reacción de tipo II (T2 R)24, 28, 70, 72, 73, 80 y 3) fenómeno de Lucio 

(LPh) o reacción de tipo III13, 29, 57, 50 (Cuadro 3). 
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Cuadro 3. Principales características de las complicaciones de la lepra. 
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2.4.4. Transmisión 

Uno de los aspectos que le es más preocupante a la población es la transmisión de 

la enfermedad. Actualmente se sabe que la mayoría de las personas que se 

encuentran expuestas a la lepra no la contraen, esto debido a que la transmisión 

tiene como factores importantes el contacto estrecho y prolongado entre los 

pacientes (no tratados) y las personas sanas suceptibles15, 37, la presentación clínica 

de la enfermedad (siendo la lepra lepromatosa la más contagiosa), la carga bacilar 

del paciente, la dieta de la persona33 y la genética del hospedero21.  

Aunque la ruta no ha sido completamente descrita todavía22 las principales formas 

de adquirir la infección son:  

• Flüge o secreciones nasales (especialmente cuando una paciente tose o 

estornuda). Se considera la ruta principal77, 93.  

• Contacto directo con las heridas (úlceras) de los pacientes15. 

• Madres lactantes con enfermedad activa (no tratadas)58.  

• Fomites15.  

• Contacto con animales portadores89 (enfermedad zoonótica).  

En los última década han existido reportes de personas que han adquirido lepra 

debido a su contacto directo con armadillos infectados (especialmente la especie 

denominada “armadillo de nueve bandas” o Dasypus novemcinctus) en actividades 

como la caza o el consumo de su carne21, 69, 89, Avanzi et al. reportaron la presencia 

de M. leprae en ardillas rojas en la isla Brownsea en Dorset y M. lepromatosis 

también en ardillas rojas pero en la Isla de Wirght, Escocia e Irlanda5, 85 pero, hasta 
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el momento no se han emitido casos de personas que hayan adquirido lepra vía 

zonoótica por estos animales.  

Otros posibles portadores que se estudian recientemente son las amebas de vida 

libre, ya que en general las micobacterias poseen mecanismos para replicarse 

dentro de estas, especialmente en los géneros Hartmannella, Echinamoeba, 

Acanthamoeba y Naegleria83. Aunque ninguna de las dos especies causantes de 

lepra es capaz de replicarse dentro de las amebas, se ha observado que pueden 

permanecer viables dentro de ellas o en los quistes por 72 horas, y son capaces de 

transmitirse a los humanos, por lo que empiezan a ser consideradas como 

reservorios naturales105.        

Pese a que la lepra se ha considerado una enfermedad altamente contagiosa, hoy 

en día disponemos la evidencia de que la infección se ve mediada por polimorfismos 

genéticos de los individuos22, 45, 75, es decir, la mayoría de las personas ya no son 

suceptibles a ellas. Los genes exactos todavía se desconocen, pero se ha 

identificado que un conjunto de genes en el sistema de antígeno leucocitario 

humano (HLA) son los principales implicados en la suceptibilidad y la presentación 

clínica, especialmente: 1) HLA-II 2,, 2) MICA y MICB, 3) TNFA y 4) LTA 30, 37. 

Adicionales a estos se han asociado regiones cromosómicas y más genes no 

vinculados con el HLA que también son responsables de la vulnerabilidad a la 

enfermedad; estos son 1) IL-10, 2) NRAMP1, 3) PARK2/PACRG, 4) VDR, 5) región 

cromosómica 10p13 y 20p12, 6) region cromosómica 6q25-q27 y 7) región 

cromosómica 17q11-q2159, 74, 75.  



 
 

29 
 

2.5 Diagnóstico y métodos de identificación para M. leprae y M. lepromatosis 

El diagnóstico inicial se orienta con los 3 signos cardinales específicos establecidos 

la OMS, los cuales se basan en la observación del paciente. Para establecer una 

sospecha de lepra el inidividuo implicado debe presentar al menos uno de los 

siguientes signos58, 67, 109.  

• Máculas o lesiones eritematosas o hipopigmentadas con pérdida sensorial. 

• Compromiso de los nervios periféricos (que puede verse reflejado como 

engrosamiento y/o pérdida de la función asociada). 

• Identificación positiva de BAAR en frotis o biopsia de piel16, 58, 107, 109.  

Para confirmar el diagnóstico inicial se deben realizar estudios adicionales o 

paraclínicos que proporcionen la suficiente evidencia para dictaminar la 

enfermedad, ya que existen diversas patologías con manifestaciones clínicas 

similares a la de la lepra en etapas tempranas e incluso en las complicaciones más 

graves43, 109.  

En un inicio la observación de los frotis realizados a las biopsias de piel se 

consideraban el estándar de oro para diagnósticar lepra, pero actualmente esto ha 

cambiado debido a que en diferentes formas clínicas de la enfermedad 

(especialmente la tuberculoide y la paucibacilar) las muestras pueden ser 

considerasas negativas o dudosas al momento de la identificación debido a la 

escasez o ausencia de los bacilos en ellas38, 64, 67, 109, y las pruebas basados en 

enzimoinmunoanálisis de adsorción (ELISA), que generalmente emplean la 

detección de los anticuerpos IgM contra el glucolípido fenólico 1 (PGL-1)34, 44, están 
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asociados a una baja precisión en la detección de lepra en casos paucibacilares44, 

109.  

Actualmente se dispone de una gran variedad de estudios y métodos confirmatorios, 

entre los cuales se encuentran.  

a) Baciloscopía en frotis cutáneo44, 64, 95. 

b) Histopatología de las lesiones38, 58, utilizada para determinar con mayor 

precisión la forma clínica de la lepra.  

c) Ultrasonido y pruebas de imagen58.  

d) Técnicas serológicas e inmunológicas38, 58, 64.  

e) Pruebas de flujo lateral109.  

f) Técnicas moleculares38, 58, 96. 

2.5.1 Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) como técnica de diagnóstico 

El análisis de los genomas permitio la selección de marcadores moleculares 

específicos que permiten la identificación y diferenciación entre ambas especies71 

por medio de la PCR1, 44, 46. Debido a su sensibilidad y especificidad, esta técnica 

molecular es actualmente el estándar de oro para la detección de M. leprae y M. 

lepromatosis25, 44, 64, 71, 95, y ha sido aplicada con éxito a diferentes tipos de muestras 

clínicas como biopsias de piel, nervio, orina, saliva, esputo y sangre, aunque hasta 

el momento los mejores resultados en el diagnóstico se siguen obteniendo a partir 

de biopsias de piel18, 64, 71, 82, 95.  

De manera general, para M. leprae se han empleado los marcadores moleculares 

RLEP64, 66, 96, 16S rRNA61, 102, 16STR60, gen pra95, gen rpoT50, 102, sodA71, 102 y 

groEL23, 50, de los cuales el más utilizado es la secuencia repetitiva RLEP aunque 
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no es un gen codificante, pero es el que ha demostrado tener mayor especificidad 

(al no estar presente en M. lepromatosis23, 50, 92) y mayor sensibilidad44, 64, 100 con 

respecto a los otros. Por otra parte, para la segunda especie, los genes que se han 

utilizado son hemN50, 92, rpoT y groEL50, el gen hipotético MLPM_509492 y el gen de 

lipoproteína putativo MLPM_509892, actualmente el único blanco molecular que se 

usa para la identificación de M. lepromatosis es hemN. Este gen codifica para la 

enzima coproporfirinógeno III oxidasa, y le confiere a la bacteria un mecanismo para 

eliminar el grupo hemo del tejido del hospedero y poder contrarrestar las 

limitaciones de hierro que presenta al ser un patógeno intracelular92. La razón por 

la cual es el único utilizado hoy en día, es porque presenta exclusividad, no se 

encuentra presente en ningúna otra micobacteria, mientras que el resto de los 

blancos analizados presentaban coincidencias con M. leprae50, 92.    

La técnica continúa desarrollandose, su especifícidad continúa aumentado gracias 

a las investigaciones enfocadas en la estructura y función del genoma de ambos 

bacilos44, 64 con lo que se detectan nuevos genes diana. Por otra parte, la 

sensibilidad de la PCR continúa siendo un problema, debido a que es dependiente 

de la cantidad de bacilos presentes en la muestra clínica. Si bien puede obtenerse 

el 93% de la sensibilidad de muestras multibacilares, en pacientes que presentan la 

forma paucibacilar este porcentaje se reduce y oscila entre 34 y 80%44, 64, 95. 

Actualmente, la solución a este problema ha sido el implemento de protocolos de la 

PCR cuantitativa (qPCR), también denominada PCR en tiempo real, que posee una 

sensibilidad mayor, dicho de otra manera, un límite de detección más amplio que la 

PCR de punto final4, 20, 89. 
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2.6 Tratamiento de la enfermedad 

La lepra presenta una resistencia natural a la mayoría de los antibióticos debido a 

la gran cantidad de lípidos presentes en su pared celular1, 58.  

Tratamiento de primera línea:  

En 1981, la OMS declaró como antibióticos de primera línea a la rifampicina, 

clofazimina y dapsona1, 34. El régimen terapéutico varía dependiendo del paciente y 

la forma clínica de la lepra. La duración recomendada para el tratamiento de la lepra 

multibacilar (incluyendo a pacientes LL, BL y BB) es de 12 meses como mínimo, 

mientras que el tratamiento para la lepra paucibacilar es de únicamente 6 meses1, 

58.   

Tratamiento de segunda línea:  

El incumplimiento del régimen del tratamiento, así como la naturaleza propia de las 

bacterias, ha ocasionado el desarrollo de resistencia a los antibióticos de primera 

línea, especialmente a la dapsona58 y la rifampicina1.  

Debido a la multiresistencia que se ha presentado desde entonces, los 

medicamentos de segunda línea establecidos igualmente por la ONU son 

minociclina, ofloxacina y la claritromicina34, 58, los cuales también son actualmente 

considerados como alternativas para los pacientes que presentan alergia a la 

rifampicina o para una lepra resistente. El principal inconveniente de estos 

antibióticos es que deben ser administrados de manera diaria, durante 24 meses1.   

Independientemente de cual sea el régimen a seguir, ninguna terapia debe ser 

administrada sin supervisión médica, debido a que exísten complicaciones que 

surgen al inicio o durante el tratamiento. Como la reacción de reversión y le reacción 
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ENL se presentan con mayor frecuencia durante los tratamientos la OMS ha 

establecido un protocolo de atención para cada una:  

Para la reacción de reversión o T1R, si el paciente no presenta manifestaciones 

neurológicas, se debe administrar analgésicos y antiinflamatorios no esteroideos 

(AINE). Una vez recuperado el paciente se procede a cambiar los medicamentos 

por los antibióticos de segunda línea o bien realizar un seguimiento del régimen 

inicial adicionando azatiopurina y ciclosporina58.  

Para una reacción ENL leve se administran de igual manera AINEs y analgésicos, 

pero en casos graves es recomendable la administracción de 400 mg/día de 

talidomida28,34. No es necesario hacer cambio en los antibióticos una vez que se ha 

recuperdao el paciente.  
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3. Justificación 

La enfermedad de Hansen ha sido clasificada por la OMS como una enfermedad 

“desatendida” u “olvidada”, debido al bajo número de casos reportados en los 

últimos años, pero esto no implica que su severidad se haya reducido, ya que hasta 

la fecha representa una de las enfermedades infecciosas más discapacitantes e 

invalidantes que existen, y a pesar de las estrategias que ha empleado la OMS, no 

ha logrado ser erradicada, especialmente de países endémicos como México.  

El diagnóstico oportuno de esta enfermedad es fundamental para evitar sus 

complicaciones y su progresión, y a su vez, la identificación de las especies de la 

micobacteria implicada es primordial para el tratamiento, ya que la especie M. 

lepromatosis se relaciona con los cuadros más agresivos de lepra denominados 

lepra lepromatosa difusa y su complicación más severa denominada fenómeno de 

Lucio, la cual puede ser fatal.  

Hasta el momento, el diagnóstico de lepra sigue basándose en la observación de la 

histología y basciloscopía de las muestras, pero mediante estas técnicas no es 

posible lograr una diferenciación de la o las especies presentes en el paciente. Sin 

embargo, las técnicas moleculares ofrecen una solución a este problema, ya que 

son más sensibles y específicas que cualquier otro método de diagnóstico para esta 

y otras enfermedades.  
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4. Hipótesis 

La presencia del elemento repetitivo RLEP en M. leprae y el gen hemN en M. 

lepromatosis permitirá la identificación de ambas especies de micobacterias en las 

biopsias de piel de pacientes sospechosos por medio de la reacción en cadena de 

la polimerasa punto final.   

 

5. Objetivo general 

Determinar las especies de micobacterias causantes de lepra en biopsias de piel de 

pacientes mediante el uso de la reacción en cadena de polimerasa punto final. 

 

5.1 Objetivos específicos 

• Identificación de las dos especies de micobacterias asociadas a lepra 

mediante la detección del elemento reptitivo RLEP y el gen hemN. 

• Clonación de ambos marcadores genéticos para desarrollar controles 

positivos para diagnóstico molecular.  
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6. Material y Métodos 

6.1. Amplificación del fragmento repetido RLEP y el gen hemN mediante la 

PCR punto final 

Se utilizaron un total de 22 biopsias de piel embebidas en parafina procedentes de 

varios países (Cuadro 4). Cada paciente fue diagnósticado inicialmente como una 

sospecha de lepra por su dermatólogo correspondiente.  

Cuadro 4. 

Identificación y procedencia de las biospia de piel 

# Identificación País original # Identificación País original 

1 617-14 México  12 689-19 México 

2 402-19 México 13 Lepra-Feliciana A Paraguay 

3 442-19 México 14 Gea 19-412 México 

4 443-19 México 15 16-10792 Rép. Dominicana 

5 483-19 México 16 17-03645 Rép. Dominicana 

6 484-19 México 17 18-03606 Rép. Dominicana 

7 551-19 México 18 18-11442 Rép. Dominicana 

8 564-19 México 19 19-07183 Rép. Dominicana 

9 597-19 México 20 19-06866 Rép. Dominicana 

10 686-19 México 21 230 México 

11 687-19 México 22 809 México 

 

• Metodología: 

Las muestras fueron sometida a un proceso de desparafinación mediante el 

protocolo de xilol-etanol y, posteriormente, se llevó a cabo el proceso de extracción 

del DNA total empleando el kit PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, 

Ventura, CA) y siguiendo las instrucciones establecidas por el fabricante a 

excepción de las velocidad de centrifugación, mientras que el protocolo establece 



 
 

37 
 

una velocidad de 10,000 g, se centrifugó a 13,300 rpm cada muestra, debido que a 

esta velocidad se obtuvo un mayor rendimiento en la extracción de DNA. Esta 

modificación fue estandarizada anteriormente en el laboratorio. Una vez terminado 

este proceso, todas las extracciones fueron cuantificadas mediante el uso de un 

espectofotómetro NANODROP ONEc (Thermo Fisher Scientific). 

Para la detección del elemento repetitivo RLEP (M. leprae) y el gen hemN (M. 

lepromatosis) se utilizó la técnica de PCR punto final. Para ello se emplearon los 

iniciadores RLEP-7 (5’-TGA-GGC-TTC-GTG-TGC-TTT-GC-3’) a una concentración 

de 272 pmol/L y RLEP-8 (5’-ATC-TGC-GCT-AGA-AGG-TTG-CC-3’) en una 

concentración de 263 pmol/L para la amplificación de RLEP los cuales generan un 

fragmento de 450 pb, y los iniciadores LPM 244-F (5’-GTT-CCT-CCA-CCG-ACA-

AAC-AC-3’) a una concentración de 229 pmol/L y LPM 244-R (5’-TTC-GTG-AGG-

TAC-CGG-TGA-AA-3’) en una concentración de 281 pmol/L para la amplificación 

del gen hemN los cuales generan un fragmento de 244 pb.  

Las reacciones de amplificación se realizaron en un volumen final de 20 µL, con los 

siguientes elementos: 0.5 μL de Taq DNA Polimerasa (Thermo Scientific®, 2.5 

unidades), 7.5 μL de Top Taq Master Mix (QIAGEN®), 0.5 µL de cada iniciador y de 

5 a 10 μL de DNA bacteriano dependiendo de la concentración presente en cada 

extracción. En algunas muestras fue necesario el uso de 3.0 μL de Solución Q 

(Qiagen, Palo Alto, CA) como Enhancer. Como control negativo se utilizaron los 

mismos reactivos en concentración y volumen, el ADN fue sustituido por agua 

destilada estéril. 
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El protocolo de amplificación consistió de una desnaturalización inicial a 94°C por 5 

min, seguida de 33 ciclos de 94°C por 30 s, 57°C por 30 s, 72°C por 40 s, y una 

extensión final a 72°C por 5 min. La visualización de los productos de PCR se realizó 

mediante el uso de geles de agarosa al 2% teñidos con 4 μL de bromuro de etidio a 

una concentración de 20 mg/mL. La electroforesis se llevo a cabo a 90 V por 75 

min, y posteriormente el resultado fue digitalizado en un fotodocumentador (Gel 

Logic 212 Pro®, Carestream, Rochester, NY) mediante el uso de UV. 

6.2. Purificación de DNA  

Tres reacciones de PCR de cada fragmento amplificado fueron purificados 

utilizando el sistema comercial Qiaquick PCR purification kit. Brevemente, los 

productos de amplificación fueron cortados del gel de agarosa y depositados en un 

tubo de 1. 5 mL, posteriormente se le adicionaron 500 µL de Buffer QG y se dejó 

disolver toda la agarosa a una temperatura 56°C en baño María. El sobrenadante 

se colocó en una columna de purificación y se centrifugó a 13,000 rpm durante 1 

min. Al terminar, se realizó un lavado a la columna con el genomic wash buffer y 

centrifugarla a 10,000 g durante 2 min. Este paso se repite una vez más y la 

recuperación del DNA, se realizó al adicionaron 55 µL de agua estéril a la columna 

y se centrifugó a 13,300 rpm durante 1 min. 

6.3. Secuenciación de los productos purificados obtenidos  

Los productos purificados fueron secuenciados por el método de Sanger en ambos 

sentidos utilizando los mismos iniciadores de amplificación utilizando el equipo 

3500xL Genetic Analyzer del Instituto de Biotecnología de la UNAM. Para ello se 

utilizaron los mismos iniciadores de amplificación (100 ng de producto amplificado 
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y 10 pmol de cada primer). La reacción contenía 1 µL de primer, 7.2 µL del producto 

purificado RLEP y 7.8 de agua estéril para obtener un volumen final de 16 µL.  

La secuencia se analizó en el programa computacional Vector NTI 11.5.1 Advance® 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts). Una vez generada, la 

secuencia consenso fue utilizada para buscar homologías, para lo cual se empleó 

la plataforma Blast (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center 

for Biotechnology Information). 

6.4. Clonación de los productos RLEP y hemN purificados  

6.4.1. Elaboración de células competentes por el método del cloruro de calcio 

El proceso se llevó a cabo empleando el método del cloruro de calcio (CaCl2). Para 

iniciar, se inoculó una sola colonia de la bacteria Escherichia coli DH5∝ en 10 mL 

de caldo Luria Berthani (LB) y se dejó en incubación a 37°C y 200 rpm durante toda 

la noche. Posteriormente se inocularon 100 mL del caldo LB con 1 mL de cultivo 

inicial y nuevamente se incubaron a 37°C y a 200 rpm durante 2 h. Posteriormente 

se transfirieron los 100 mL a 2 tubos cónicos de 50 mL y se dejaron reposar en hielo 

durante 30 min. A continuación, se realizó una centrifugación a 3,260 g por 10 min 

y los pellets generados fueron resuspendidos en 25 mL de MgCl2 (frío) al 0.1 M. 

Luego, antes de llevar a cabo la siguiente centrifugación, ambos tubos cónicos 

fueron incubados en hielo durante 30 min. Posteriormente se realizó la segunda 

centrifugación a 3,260 g por 10 min y, nuevamente, los pellets generados se lavaron, 

esta vez 25 mL de CaCl2 al 0.1 M. Una vez más fueron incubados en hielo durante 

30 min y, por última vez, fueron centrifugados a 3,260 g por 10 min. En esta ocasión, 

los pellets generados se resuspendieron en 1.25 mL de la sloución CaCl2 al 0.1 M-
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glicerol (fría). Al finalizar la resuspensión se tomó una alícuota de 100 µL de las 

células y fueron congelarlas rápidamente usando baño de hielo seco LN 2/etanol, y 

se almacenaron a -80°C hasta su uso.   

6.4.2. Clonación de los productos purificados 

Los productos fueron clonados directamente en el plásmido pGEM-T Easy Vectors 

(Promega, Ventura CA. USA), el cual utiliza como gen reportero a lacZ. Para ello se 

elaboraron las reacciones de ligación empleando 5 µl del Buffer 2x Rapid Ligation 

Buffer T4 DNA ligase, 1 µl de pGEM-T Easy Vector, 2 µl de T4 DNA ligase y 5 µl del 

producto purificado RLEP y 3 µl del producto purificado hemN.  

Las reacciones fueron preparadas en tubos de 1.5 mL, y se incubaron por 1 h a 

temperatura ambiente. Para la selección de colonias recombinantes se utilizaron 

placas de agar LB con ampicilina 100 g/mL, adicionado con 100 μL de IPTG al 100 

mM más 80 μL de X-Gal. A la reacción de ligación se les adicionó 100 μL de células 

competentes y se incubaron por 30 min en hielo. Después se colocaron en baño 

María a 42°C por 1 min y transcurrido ese tiempo, se colocaron en hielo por 2 min.  

Posteriormente se adicionaron 500 μL de caldo infusión cerebro corazón (BHI) y se 

incubación a 37ºC por 1 h con 30 min con agitación orbital a 200 rpm. Por útlimo se 

colocaron 50 μL, 100 μL y 150 μL de las reacciones en cada placa de LB con 

ampicilina, X-gal e IPTG y se incubaron a 37°C toda la noche. Una vez finalizada la 

incubación se seleccionaron colonias blancas y una colonia azul de cada producto 

clonado y se inocularon en caldo LB con ampicilina y se incubaron a 37ºC con 

agitación orbital a 200 rpm toda la noche.  



 
 

41 
 

6.4.3. Extracción de plásmidos 

A las colonias blancas y azul selecciondas se les realizó la extracción de plásmidos 

de acuerdo al método de lisis alcalina utilizando el sistema comercial plasmid 

miniprep (Qiagen, Ventura CA. USA), de acuerdo a las especificaciones del 

fabricante. El cultivo de 5 ml fue centrifugado a 3,000 rpm durante 10 min, el pellet 

se obtenido se dejo secar a temperatura ambiente.    

A la pastilla bacteriana se le agregó 250 μL de solución A fría y 250 μL de solución 

de lisis el cual fue mezclado rápidamente por inversión del tubo. Inmediatamente 

después se depositaron 300 μL de la solución neutralizante en el tubo y se 

mezclaron nuevamente por inversión 7 veces. Una vez completado todos los tubos 

fueron centrifugados a 11,600 rpm durante 5 min. El sobrenadante fue colocado en 

una columna de afinidad y fueron centrifugadas a 11,600 rpm durante 2 min. 

Posteriormente, las columnas fueron lavadas con buffer de lavado a la misma 

velocidad y por el mismo tiempo. Por último, se le adicionaron 50 μL de agua a cada 

una y se centrifugaron a 11 600 rpm durante 2 min.  

La visualización de los plásmidos se realizó mediante el uso de geles de agarosa al 

1% utilizando 40 mL de TAE 1X y teñidos con 4 μL de bromuro de etidio, el marcador 

utilizado correspondió a 1 kb DNA ladder. La electroforesis se llevo a cabo a 100 V 

por 45 min, y posteriormente el resultado fue digitalizado en un fotodocumentador 

Gel Logic 212 Pro®, Carestream, Rochester, NY) mediante el uso de UV.   

6.4.4. Digestión del plásmido por medio de la enzima de restricción EcoRI 

Para verificar el producto clonado se utilizó una digestión de los plásmidos (colonias 

blancas y azules), para ello se utilizó la enzima de restricción EcoRI. Primero, se 
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colocaron 8 μL de DNA plasmídico con 1 μL de Buffer 10X y 1 μL de enzima EcoRI 

(10 unidades). La mezcla se dejó en incubación a 37ºC por 45 min. 

Para visualizar la digestión, se realizó una electroforésis en gel de agarosa al 1%, 

con 40 mL de TAE 1x teñido con 4 μL de bromuro de etidio. El marcador utilizado 

fue 1 kb DNA ladder. La electroforésis se llevó a cabo a 100 V por 60 min y 

posteriormente el resultado fue digitalizado en un fotodocumentador Gel Logic 212 

Pro®, Carestream, Rochester, NY) mediante el uso de UV. 

6.5. Amplificación del fragmento RLEP y el gen hemN presente en los 

plásmidos 

Para verificar la clonación de los productos clonados se realizó una PCR de acuerdo 

a las características previamente descritas. Las reacciones de amplificación se 

realizaron en un volumen final de 16 µl, y contenían 0.5 μL de Taq DNA Polimerasa 

(ThermoScientific®, aproximadamente 2.5 unidades), 0.5 µL de cada iniciador 

correspondiente (RLEP-7, RLEP-8, LPM 244-F y LPM 244-R), 7.5 μL de Top Taq 

Master Mix (Qiagen, Ventura, CA), 1.0 μL de plásmido y 6.0 μL agua estéril. Para 

elaborar los controles negativos únicamente se colocaron 7.0 µl de agua destilada 

y no se adicionó el plásmido, el resto de la composición fue el mismo.  

El protocolo de amplificación consistió de una desnaturalización inicial a 94°C por 5 

min, seguida de 33 ciclos de 94°C por 30 s, 57°C por 30 s, 72°C por 40 s, y una 

extensión final a 72°C por 5 min. 

La visualización de los productos de PCR se realizó mediante el uso de geles de 

agarosa al 2% teñidos con 4 μL de bromuro de etidio. La electroforesis se llevo a 

cabo a 90 V por 75 min, y posteriormente el resultado fue digitalizado en un 
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fotodocumentador (Gel Logic 212 Pro®, Carestream, Rochester, NY) mediante el 

uso de UV. 

6.6. Determinación de la concentración mínima de detección de DNA para cada 

especie 

Una vez verificados que los productos clonados correspondían a los tamaños de los 

fragmentos de detección de RLEP y hemN se realizaron PCRs a distintas 

concentraciones de cada material genético para determinar su concentración 

mínima de detección mediante la técnica de PCR punto final. Para ello, se 

seleccionaron dos muestras representativas (una de RLEP y otra de hemN) con una 

concentración inicial mayor a 100 ng/L y se realizaron en total 7 diluciones (5 

seriadas) con las que se obtuvieron diferentes concentraciones finales de cada 

muestra (Figura 3) con las que posteriormente se realizaron los PCRs.  

Para RLEP se utilizó una muestra con 117.1 ng/µL de DNA, y a partir de ella se 

generaron las siguientes concentraciones: 1) 55 ng/µL, 2) 25 ng/µL, 3) 11.17 ng/µL, 

4) 1.17 ng/µL, 5) 0.117 ng/µL, 6) 0.0117 ng/µL y 7) 0.00117 ng/µL. Por otro lado, 

para hemN se utilizó una muestra con 105 ng/µL de DNA, y se realizó el mismo 

procedimiento para obtener las siguientes concentraciones: 1) 52.5 ng/µL, 2) 26.25 

ng/µL, 3) 10.5 ng/µL, 4) 1.05 ng/µL, 5) 0.105 ng/µL, 6) 0.0105 ng/µL, 7) 0.00105 

ng/µL.         

Posteriormente, se realizó una PCR de acuerdo a las características iniciales ya 

descritas. Las reacciones de amplificación se realizaron en un volumen final de 16 

µl, y contenían 0.5 μL de Taq DNA Polimerasa (ThermoScientific®, 

aproximadamente 2.5 unidades), 0.5 µL de cada iniciador correspondiente (RLEP-
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7, RLEP-8, LPM 244-F y LPM 244-R), 7.5 μL de Top Taq Master Mix (Qiagen, 

Ventura, CA), 1.0 μL de cada dilución y 6.0 μL agua estéril.  

La PCR consistió de una desnaturalización inicial a 94°C por 5 min, seguida de 33 

ciclos de 94°C por 30 s, 57°C por 30 s, 72°C por 40 s, y una extensión final a 72°C 

por 5 min. La visualización de los productos amplificados se realizó mediante el uso 

de geles de agarosa al 2% teñidos con 4 μL de bromuro de etidio. La electroforesis 

se llevo a cabo a 90 V por 75 min, y posteriormente el resultado fue digitalizado en 

un fotodocumentador (Gel Logic 212 Pro®, Carestream, Rochester, NY) mediante 

el uso de UV. 
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Figura 3. Esquema del procedimiento de dilución de ambos controles positivos. 
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6.7. Secuenciación de los plásmidos  

Para verificar la secuencia de nucleótidos de los productos de amplificación fueron 

secuenciados mediante la técnica de Sanger en ambos sentidos con el equipo 

3500Xl Genetic Analyzer de Thermo Fisher Scientific® en el Instituto de 

Biotecnología de la UNAM. Para ello se utilizaron los mismos iniciadores de 

amplificación (100 ng de producto amplificado y 10 pmol de cada primer). La 

reacción contenía 1 µL de primer, 5.1 µL del producto purificado RLEP y 9.9 de agua 

estéril para obtener un volumen final de 15 µL.  

La secuencia se analizó en el programa computacional Vector NTI 11.5.1 Advance® 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts). Una vez generada, la 

secuencia fue utilizada para buscar homologías, para lo cual se empleó la 

plataforma Blast (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center for 

Biotechnology Information). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

47 
 

7. Resultados 

7.1 Amplificación del fragmento repetitivo RLEP y el gen hemN mediante la 

PCR punto final 

Por medio de la PCR se identificó el fragmento repetitivo RLEP y/o el gen hemN en 

el 50% del total de las muestras (11/22). De este porcentaje el 27.27% (3/11) 

correspondió a M. leprae (Figura 4), 36.36% (4/11) a M. lepromatosis (Figura 5) y el 

restante del 36.36% (4/11) a una infección mixta por M. leprae y M. lepromatosis 

(Cuadro 5). El resto de las biopsias fueron negativas. 

Cuadro 5.   

Identificación molecular de RLEP y hemN en las 22 biopsias de piel 

Muestra 
Cuantificación del DNA Gen amplificado 

ng/µL A 260/280 A 260/230 RLEP hemN 

617-14 15.00 1.51 0.79 - - 

402-19 6.90 1.67 0.65 - - 

442-19 54.60 1.75 1.40 - + 

443-19 42.30 1.53 0.79 - + 

483-19 47.70 1.55 0.74 - - 

484-19 24.50 1.72 1.15 - - 

551-19 15.00 1.65 0.79 - - 

564-19 11.40 1.67 0.62 - - 

597-19 5.20 2.12 0.55 - - 

686-19 14.70 1.60 0.65 - - 

687-19 6.00 1.60 0.37 - - 

689-19 12.20 1.56 0.64 - - 

Lepra-Feliciana A 174.50 1.27 0.27 + + 

Gea 19-412 64.50 1.05 0.15 - + 

16-10792 50.60 1.55 1.83 + + 

17-03645 53.30 1.69 1.87 + - 

18-03606 15.20 1.72 1.70 - + 

18-11442 74.30 1.55 0.59 + + 

19-07183 55.70 1.61 1.11 + - 

19-06866 55.50 1.49 0.69 + - 

230 52.90 1.46 0.55 - - 

809 113.80 1.53 0.63 + + 

Abreviaturas: (+) identificación positiva, (-) identificación negativa. 
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Figura 4. Amplificación del fragmento repetitivo RLEP. M: Marcador de peso 
molecular GeneRuler 1000 pb; Carriles 1 al 6: aislamiento de las muestras 230,  
617-14, 402-19, 483-19, 484-19 y 551-19; Carril 7: muestra 17-03645; Carril 8: 
aislamiento muestra 19-07183; Carriles 9 y 10: aislamiento de las muestras 19-
06866 y Gea 19-412; Carril 11: control negativo.  



 
 

49 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Amplificación del gen de hemN. M: Marcador de peso molecular 
GeneRuler 1000 pb; Carril 1: aislamiento muestra 442-19; Carriles 2: control 
negativo.  

 

7.2. Clonación de los productos RLEP y hemN en el plásmido pGEM-T Easy 

Después de clonar los productos RLEP y hemN en el plásmido pGEM-T Easy se 

realizó la digestión de las colonias blancas seleccionadas utilizando la enzima de 

restricción EcoRI.  

El plásmido sin digerir presenta 3 diferentes topologías que se aprecian en el gel: el 

peso de 6000 pb corresponde a la forma cicular, el producto de 3000 pb 

corresponde a la forma linealizada y el peso de 2000 pb corresponde a la topología 

súper enrrollada. Sin embargo, al poseer el fragmento RLEP o hemN y sin haber 
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sido digerido su peso aproximado de 3500 pb, el cual al ser cortado por la enzima 

libera el inserto, y genera un fragmento de aproximadamente 500 pb si es RLEP 

(Figura 6) y 250 pb si presenta a hemN (Figura 7). 

 

 

Figura 6. Digestión del plásmido pGEM-T Easy con el inserto RLEP por medio de 
la enzima EcoRI. M: marcador de peso molecular de 1Kb DNA ladder; Carril 1: 
muestra RLEP B1.1 sin digerir; Carril 2: Muestra RLEP B1.1 digerida con la 
enzima EcoRI; Carril 3: Muestra RLEP B2.1 sin digerir; Carril 4: Muestra RLEP 
B2.1 digerida con la enzima EcoRI.    
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Figura 7. Digestión del plásmido pGEM-T Easy con el inserto hemN por medio de 
la enzima EcoRI. M1: marcador de peso molecular de 1000 pb DNA ladder; Carril 
1: muestra sin plásmido proveniente de una colonia azul; Carril 2-4: Muestras 
hemN 1, hemN 2 y hemN 3 digeridas con la enzima EcoRI.   

 

7.3. Amplificación del fragmento RLEP y el gen hemN de los controles  

De las muestras seleccionadas se realizó la amplificación del fragmento RLEP y 

hemN y posteriormente se realizaron las diluciones de los controles positivos que 

se obtuvieron de cada uno (Figuras 8 y 9).  

Para RLEP de M. leprae se utilizó una muestra con una concentración inicial de 

117.1 ng/µL en un volumen de 10 µL. Las concentraciones de las diluciones fueron 

las siguientes: dilución 1 = 55 ng/µL, dilución 2 = 25 ng/µL, dilución 3 = 11.171 ng/µL, 



 
 

52 
 

dilución 4 = 1.17 ng/µL, dilución 5 = 0.117 ng/µL, dilución 6 = 0.0117 ng/µL y dilución 

7 = 0.00117 ng/µL.  

 

 

Figura 8. Amplificación del fragmento repetitivo RLEP presente en los plásmidos 
pGEM-T Easy. M: Marcador de peso molecular GeneRuler 1000 pb; Carriles 1 al 
8: fragmento RLEP amplificado a una concentración de 117.1 ng/µL, 55 ng/µL, 25 
ng/µL, 11.171 ng/µL, 1.17 ng/µL, 0.117 ng/µL, 0.0117 ng/µL y 0.00117 ng/µL; 
Carril 9= Control negativo.   

 

 
 
Para hemN de M. lepromatosis se utilizó una muestra con una concentración inicial 

de 105 ng/µL en un volumen de 10 µL. Las concentraciones de las diluciones fueron 

las siguientes: dilución 1 = 52.5 ng/µL, dilución 2 = 26.25 ng/µL, dilución 3 = 10.5 

ng/µL, dilución 4 = 1.05 ng/µL, dilución 5 = 0.105 ng/µL, dilución 6 = 0.0105 ng/µL y 

dilución 7 = 0.00105 ng/µL. 
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Figura 9. Amplificación del gen hemN presente en los plásmidos pGEM-T Easy. 
M: Marcador de peso molecular GeneRuler 1000 pb; Carriles 1 al 8: fragmento 
hemN amplificado a una concentración de 105 ng/µL, 52.5 ng/µL, 26.25 ng/µL, 
10.5 ng/µL, 1.05 ng/µL, 0.105 ng/µL, 0.0105 ng/µL y 0.00105 ng/µL; Carril 9= 
Control negativo.   
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7.4. Secuenciación final 

       

       1 GTCAGCCTCG AATCCAGCCT CAGCGAACAC CGTGATACCC AGCGCACCTA AGACTTCCTT AGTGATGTCG ATCTGGCCGT GGAACTCAGC GGGGATTGAT 

 CAGTCGGAGC TTAGGTCGGA GTCGCTTGTG GCACTATGGG TCGCGTGGAT TCTGAAGGAA TCACTACAGC TAGACCGGCA CCTTGAGTCG CCCCTAACTA 

     101 GACCGATTAG CCTTGTATCC CGCATAGCAC TCGGAGCGAA ACGTTTTCCG CGATACATCG AACGCCGCAG CGATATGCGT TGGAGCCTCC TCACGCAGCA 

 CTGGCTAATC GGAACATAGG GCGTATCGTG AGCCTCGCTT TGCAAAAGGC GCTATGTAGC TTGCGGCGTC GCTATACGCA ACCTCGGAGG AGTGCGTCGT 

     201 AGTTGATCAG CATGGCGGTG AAGCCGTACA CCGCGTTGGT GGTGAGGCCA CCGCGGGTCT TGAAATTCTC TGTTGGCAGT GCGTAAAATG CGCGAAATGC 

 TCAACTAGTC GTACCGCCAC TTCGGCATGT GGCGCAACCA CCACTCCGGT GGCGCCCAGA ACTTTAAGAG ACAACCGTCA CGCATTTTAC GCGCTTTACG 

     301 CAGCGAATTG CCGTCCAGCA GCATCAGCAT TGGCTTGGTG TGGTCTTCGC AGACTTCAGC GGTCATTGCT GCACTCACGG CTCATACTCT AGGGTCTCGT 

 GTCGCTTAAC GGCAGGTCGT CGTAGTCGTA ACCGAACCAC ACCAGAAGCG TCTGAAGTCG CCAGTAACGA CGTGAGTGCC GAGTATGAGA TCCCAGAGCA 

     401 GTTTGTGTCT GTGGCGGTGA GTTGTTCGGT TGGTTTCATA GGTGGTGGGT GAAATGGCTG TTTTTGCGTT TTATGACTGG CCGATATGTT CGGTAGTCGT 

 CAAACACAGA CACCGCCACT CAACAAGCCA ACCAAAGTAT CCACCACCCA CTTTACCGAC AAAAACGCAA AATACTGACC GGCTATACAA GCCATCAGCA 

     501 GGGGGGCAGC CCGGAATCCT GTTGACGTGT TTTGCTGTGT TGCGGGGTTT TTGTTGGTGG GTGGCTGACT GCCTGCTTTC GATGAGGCTT CGTGTGCTTT 

 CCCCCCGTCG GGCCTTAGGA CAACTGCACA AAACGACACA ACGCCCCAAA AACAACCACC CACCGACTGA CGGACGAAAG CTACTCCGAA GCACACGAAA 

     601 GCCGCAGTGG ACACGATTAG CGCGGCGCAC GTAAGCATGT CGGTGGTGGG TGCTGCTTGG TCTACATGTT GATGATGCCA GGGGCTGGGC ACCTGGGCTG 

 CGGCGTCACC TGTGCTAATC GCGCCGCGTG CATTCGTACA GCCACCACCC ACGACGAACC AGATGTACAA CTACTACGGT CCCCGACCCG TGGACCCGAC 

     701 TGCTGAAGGC GATATCGATG CAGGCGTGAG TGTGAGGATA GTTGTTAGCG CCGCGGGGTA GGGGCGTTTT AGTGTGCATG TCATGGCCTT GAGGTGTCGG 

 ACGACTTCCG CTATAGCTAC GTCCGCACTC ACACTCCTAT CAACAATCGC GGCGCCCCAT CCCCGCAAAA TCACACGTAC AGTACCGGAA CTCCACAGCC 

     801 CGTGGTCAAT GTGGCCGCAC CTGAACAGGC ACGTCCCCGT GCACGGTATA ACTATTCGCA CCTGATGTTA TCCCTTGCAC CATTTCTGCC GCTGGTATCG 

 GCACCAGTTA CACCGGCGTG GACTTGTCCG TGCAGGGGCA CGTGCCATAT TGATAAGCGT GGACTACAAT AGGGAACGTG GTAAAGACGG CGACCATAGC 

     901 GTGTCGGCGG CTTGTTGACC GGCCCTCAGC CAGCAAGCAG GCATGCCGCC GGGTGCAGCA GTATCGTGTT AGTGAACAGT GCATCGATGA TCCGGCCGTC 

 CACAGCCGCC GAACAACTGG CCGGGAGTCG GTCGTTCGTC CGTACGGCGG CCCACGTCGT CATAGCACAA TCACTTGTCA CGTAGCTACT AGGCCGGCAG 

    1001 GGCGGCACAT ACGGCAACCT TCTAGCGCAG ATCAACCACC CACACCCCAC CAGCCCACCA CAACACCACC CAAACCAAAC CAGCAAAAAA TAACCACCAA 

 CCGCCGTGTA TGCCGTTGGA AGATCGCGTC TAGTTGGTGG GTGTGGGGTG GTCGGGTGGT GTTGTGGTGG GTTTGGTTTG GTCGTTTTTT ATTGGTGGTT 

    1101 ATGACCATCA CGACGACACC TTGAAGTCTA AACGGACAAG TTACTGGTTA CTGGCCGGGC GCGGCTTTAC CCGATAGCAG CGGACGGCTG TCAACGCGAT 

 TACTGGTAGT GCTGCTGTGG AACTTCAGAT TTGCCTGTTC AATGACCAAT GACCGGCCCG CGCCGAAATG GGCTATCGTC GCCTGCCGAC AGTTGCGCTA 

    1201 ACTTCACGCC CCCATGGCCA AGACGGCTCA CTGAGCAATG ATTTCAGTCA CCGCCTAGAA TCGCACTTCG CGCCTGGCAG ATGAAATCAT AGTCAGCTCG 

 TGAAGTGCGG GGGTACCGGT TCTGCCGAGT GACTCGTTAC TAAAGTCAGT GGCGGATCTT AGCGTGAAGC GCGGACCGTC TACTTTAGTA TCAGTCGAGC 

    1301 GGTAAGAACG ATCGAGTCTA TCCTAGACCC CAAACACCAC ACGATGTCGA TCACGCACTG AATGGTCGGC AGCACGAAAA GCGTCGTAAG TGCCGCCTCG 

 CCATTCTTGC TAGCTCAGAT AGGATCTGGG GTTTGTGGTG TGCTACAGCT AGTGCGTGAC TTACCAGCCG TCGTGCTTTT CGCAGCATTC ACGGCGGAGC 

    1401 CTGCCCGGTA GGAACTGCGG CAGCATCGCG ATCCCGAGGG TGGCCGCTTT AGGGTTGGCA CTACCCAACC ACCCTACCGT CATACTCGCT AACCGTGCCG 

 GACGGGCCAT CCTTGACGCC GTCGTAGCGC TAGGGCTCCC ACCGGCGAAA TCCCAACCGT GATGGGTTGG TGGGATGGCA GTATGAGCGA TTGGCACGGC 

    1501 C 

 G 

 

Figura 10. Alineamiento de la secuencia de nucleótidos de los aislamientos de M. leprae con el fragmento repetitivo RLEP. En 
amarillo se observa la homología en las secuencias y en color azul se encuentran señalados los iniciadores que se utilizaron   
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       1 ATGACTGTTC GTGAGGTACC GGTGAAATTG CCTGGCGTGC AGCCCAACGC CGGATCGCCT TTCGGGGTGT ATGTGCATGT CCCCTTCTGC ATAACCCGTT 

 TACTGACAAG CACTCCATGG CCACTTTAAC GGACCGCACG TCGGGTTGCG GCCTAGCGGA AAGCCCCACA TACACGTACA GGGGAAGACG TATTGGGCAA 

     101 GTGGCTATTG TGATTTTAAC ACCTACACTC CGGCCGAACT GGGTGGTGTC AACCCCGATA CCTGGTTGGC GACATTGCGG ACTGAGCTCG AACTGGCGGC 

 CACCGATAAC ACTAAAATTG TGGATGTGAG GCCGGCTTGA CCCACCACAG TTGGGGCTAT GGACCAACCG CTGTAACGCC TGACTCGAGC TTGACCGCCG 

     201 TGCTCGGCTG GTTGCGCCCA CAGTGAACAC CGTGTTTGTC GGTGGAGGAA CGCCATCGCT GTTGGGTGGT GGGCGCCTGG CCACGCTGCT CGACATGATG 

 ACGAGCCGAC CAACGCGGGT GTCACTTGTG GCACAAACAG CCACCTCCTT GCGGTAGCGA CAACCCACCA CCCGCGGACC GGTGCGACGA GCTGTACTAC 

     301 CGGGAGCATT TCGTGCTGGC ACCGGATGTC GAGGTGAGCA CTGAGGCCAA TCCTGAATCC ACCTGGCCGG AATTTTTCGA AACGATCCGC GCGGCTGGTT 

 GCCCTCGTAA AGCACGACCG TGGCCTACAG CTCCACTCGT GACTCCGGTT AGGACTTAGG TGGACCGGCC TTAAAAAGCT TTGCTAGGCG CGCCGACCAA 

     401 ACACGCGAAT ATCACTTGGC ATGCAGTCTG TGGCGCCACG GGTGTTGGCC GCTCTCGGTC GGGTGCACTC ACCTGGCCGG GCATTGACTG CGGCTCGCGA 

 TGTGCGCTTA TAGTGAACCG TACGTCAGAC ACCGCGGTGC CCACAACCGG CGAGAGCCAG CCCACGTGAG TGGACCGGCC CGTAACTGAC GCCGAGCGCT 

     501 GGCGGTGGCC GCAGGCTTCG AACACGTCAA CCTCGACCTG ATCTACGGGA CGCCGGGGGA GTCTGATGAT GACTTGGTGT GTTCTGTCGA CGCTGCACTC 

 CCGCCACCGG CGTCCGAAGC TTGTGCAGTT GGAGCTGGAC TAGATGCCCT GCGGCCCCCT CAGACTACTA CTGAACCACA CAAGACAGCT GCGACGTGAG 

     601 GAAGCCGGTG TCGATCACAT ATCTGCGTAT GCCTTGGTGG TCGAGGATGG CACCGCGTTG GTGCGGCGGA TCCGGTGCGG TGAGCTGACC ACTCCCGACG 

 CTTCGGCCAC AGCTAGTGTA TAGACGCATA CGGAACCACC AGCTCCTACC GTGGCGCAAC CACGCCGCCT AGGCCACGCC ACTCGACTGG TGAGGGCTGC 

     701 AAGATGTGTT GGCGCATCGT TACGAGCTGG TCGACGCTCG CCTTTCCGCT GCTGGGTTGA GCTGGTACGA GGTGTCCAAC TGGTCTAGAC CAGGCGGTGA 

 TTCTACACAA CCGCGTAGCA ATGCTCGACC AGCTGCGAGC GGAAAGGCGA CGACCCAACT CGACCATGCT CCACAGGTTG ACCAGATCTG GTCCGCCACT 

     801 ATGCCGGCAC AACCTTGGCT ACTGGAACGG CGGTCAATGG TGGGGAGTAG GACCGGGGGC GCACAGTTAC GTCGGCACAA CGCGCTGGTG GAATGTTAAG 

 TACGGCCGTG TTGGAACCGA TGACCTTGCC GCCAGTTACC ACCCCTCATC CTGGCCCCCG CGTGTCAATG CAGCCGTGTT GCGCGACCAC CTTACAATTC 

     901 CACCCCAAAG CCTATTCCCA AATGCTGGGC AATGCAATGC TTCCTATTGC GGATTTCGAA CAGCTTGGTG CGGATGCTCT TCATACTGAA GATGTACTGT 

 GTGGGGTTTC GGATAAGGGT TTACGACCCG TTACGTTACG AAGGATAACG CCTAAAGCTT GTCGAACCAC GCCTACGAGA AGTATGACTT CTACATGACA 

    1001 TGAAAACCCT TCTACGCCAA GGTATTCCCC TTGCTCAGCT GAGGGCTGTC GAACGCAAAC GCGCCGATGA TGTGGTCGCT GAAGGTCTGT TGGTATTCGA 

 ACTTTTGGGA AGATGCGGTT CCATAAGGGG AACGAGTCGA CTCCCGACAG CTTGCGTTTG CGCGGCTACT ACACCAGCGA CTTCCAGACA ACCATAAGCT 

    1101 GGGGGACAGT CTGGTTCTTA CCCTCCGCGG AAGGCTGCTC GCCGATGCGG TGGTGCGCAC GCTGCTGGGA TAA 

 CCCCCTGTCA GACCAAGAAT GGGAGGCGCC TTCCGACGAG CGGCTACGCC ACCACGCGTG CGACGACCCT ATT 

 

Figura 11. Alineamiento de la secuencia de nucleótidos de los aislamientos de M. lepromatosis con el gen hemN. En amarillo 
se observa la homología en las secuencias y en color azul se encuentran señalados los iniciadores que se utilizaron.   
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8. Discusión 

La lepra es una enfermedad que ha afectado a los humanos desde la antigüedad y 

continúa siendo un problema de salud pública, especialmente en países 

tropicales97. Si bien, la incidencia de la enfermedad tuvo una disminución 

considerable desde la aplicación de la MDT y la implementación “Estrategia Final 

para erradicar a la lepra” en el año 2000, no se han observado un decrecimiento 

significativo en el número de casos nuevos identificados desde el año 2013, cuando 

se reportó un número total de 215,656 casos a nivel mundial, y el último registro, en 

el año 2019, arojó un total de 205,185110. Su control es difícil, debido a que la 

transmisión de la enfermedad puede darse en el periodo de tiempo en el que los 

síntomas no parecen significativos para el paciente (el cual puede durar 5 años) y 

el contacto estrecho con otras personas es suficiente para su propagación31. Para 

poder romper con este ciclo de transmisión y evitar que la lepra genere secuelas 

permanentes en los pacientes, tanto el diagnóstico como el tratamiento temprano 

son indispendables, sin embargo, por lo general existen diversos factores que 

influyen en la demora del diagnóstico de la enfermedad, tanto por parte de las 

personas afectadas como de los centros de salud y los estudios clínicos. Por parte 

de los pacientes, las razones más frecuentes por las que no acuden al médico de 

manera oportuna se encuentra la suposición de que los síntomas no son tan graves 

como para buscar una consulta médica y que eventualmente sanarán de manera 

espontánea, la lejanía o inaccesibilidad a los centros de salud, las visitas a 

curanderos tradicionales e incluso el temor a ser aislados de su comunidad6. Sin 
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embargo, el diagnóstico erróneo de la enfermedad por parte del personal de salud 

también es un factor común6, 42, 52.  

La propia patogenia de la enfermedad, así como varias de sus manifestaciones 

físicas, pueden ser confundidas con infecciones de hongos, alergias cutáneas y 

enfermedades autoinmunes (como lupus eritematoso sistémico, dermatomiositis o 

sinovitis simétrica seronegativa remitente con síndrome de edema con fóvea)35 

especialmente debido a la ausencia de las micobacterias en frotis de lesiones 

cutáneas como es el caso de los pacientes paucibacilares. Por lo mismo, se 

necesita el uso de herramientas más sensibles y específicas que sean capaces de 

detectar a las micobacterias en etapas tempranas y en cualquiera de las formas 

clínicas. Aunque ya se han intentado diversas pruebas “rápidas”, la mayoría 

basadas en la detección inmunológica de los antígenos presentes en las 

micobacterias, ningúna de ellas ha tenido éxito en diagnosticar más del 60% de 

casos de lepra en etapa temprana100, y recientemente se ha observado la necesidad 

de que dichos métodos sean capaces de disernir entre ambas especies. 

En un inicio, el único agente etiológico identificado fue M. leprae, hasta que, en el 

año 2008, X. Han y colaboradores reportaron a M. lepromatosis y la relacionaron 

con los casos más severos de esta enfermedad49, 51. Determinar cuál especie se 

encuentra presente el paciente permite evaluar y ajustar el tratamiento, comprender 

los procesos clínicos de la enfermedad y prevenir posibles complicaciones que se 

relacionan más frecuentemente con una especie que con otra en el futuro99, pero 

esto no ha sido posible si únicamente se emplean estudios histopatológicos o 

inmunológicos para el diagnóstico. La solución a este problema fue la introducción 

de los métodos moleculares que se han estado desarrollando en las útlimas 
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décadas los cuales cubren estas dos necesidades primordiales, son más sensibles, 

y específicos, y pueden utilizar una amplia variedad de muestras biológicas como lo 

son biopsias de piel, orina, secreciones orales y nasales, sangre e incluso muestras 

de lesiones oculares100. Una de estas técnicas es la reacción en cadena de la 

polimerasa, que a su vez se apoya en la información obtenida a partir de la 

secuenciación y análisis de los genomas de ambas micobacterias, con los cuales 

se han logrado identificar diferentes marcadores genéticos con los que se puede 

llevar a cabo esta técnica. Para el caso de M. leprae diversos estudios utilizan 

RLEP64, 66, 99, 16S rRNA61, 102, 16STR60, pra95, rpoT50, 102, sodA62, 71, 102, groEL23, 50 y 

la 16S rDNA62 para su identificación. Aunque la variedad de genes que se pueden 

emplear es amplia, hoy en día se recurre únicamente a la identificación de RLEP, 

debido a que posee mayor sensibilidad que cualquier otro material genético, ya que 

es capaz de detectar al DNA del bacilo en muestras de pacientes que han presentan 

un índice bacteriano muy bajo63, 112 y su especificidad también es muy alta, de 

hecho, diversos estudios comparativos que se le han realizado comprueban que 

una PCR dirigida únicamente a la detección de RLEP sólo resultan positiva para el 

DNA de M. leprae, a diferencia del resto de los marcadores genéticos antes 

mencionados que arrojan resultados positivos ante microorganismos asociados a 

infecciones cutáneas como lo son E. coli, S. epidermidis, C. perfringes y al menos 

16 especies diferentes de micobacterias diferentes a M. leprae99.  

Para el caso de M. lepromatosis el análisis fue un poco más complicado. 

Inicialmente se tuvo que amplificar, clonar y secuenciar los genes 16S rRNA, hsp65, 

rpoB y rpoT para asegurar que se trataba de una especie diferente6, 48, y al 

comprobarlo se empezaron a buscar sus genes específicos, los más empleados 
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fueron rrs, rpoB, sigA, hsp65 101, 102 y hemN92 siendo este último el más utilizado en 

la actualidad, debido a que únicamente se encuentra presente en esta especie de 

micobacteria y además propicia su alta patogenicidad al ser responsable de la 

codificación de la enzima coproporfirinógeno III oxidasa que le confiere a la bacteria 

un mecanismo para eliminar el grupo hemo del tejido del hospedero y poder 

contrarrestar las limitaciones de hierro92.  

Recientemente, Sharma y sus colaboradores lograron identificar un elemento 

genómico multicopia específico para M. lepromatosis denominado RLPM con el cual 

desarrollaron un ensayo de PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) y que ha 

demostrado ser más sensible para la detección de este bacilo en muestras de 

pacientes con un índice bacteriano igual a cero90. 

Actualmente, las investigaciones epidemiológicas moleculares para esta 

enfermedad comienzan a ser más relevantes que en años anteriores, ya que estos 

estudios proporcionan las bases para la comprensión de la evolución y distribución 

de las cepas alrededor del mundo y permiten analizar la transmisión de la lepra a 

corto y largo plazo6. En el presente trabajo se observó que la identificación de la 

especie M. lepromatosis y la infección mixta por ambas micobacterias fue la más 

común, con un total de 4 casos, y M. leprae únicamente la encontramos presente 

en 3 pacientes. Aunque no se dispone de una estadística mundial sobre el número 

de casos originados por cada especie110, en general, la micobacteria más 

frecuentemente reportada en casos clínicos es M. leprae23, 46, 69, pero a raíz del 

descubrimiento de M. lepromatosis en México, se realizaron diversos estudios 

epidemiológicos para su caso particular, y se llegó a la conclusión de que esta es la 

especie predominante en el país51. Mundialmente no se han realizado este tipo de 
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estudios y la especie más reportada es M. leprae6, 90, pero la mayoría de los estudios 

de laboratorio únicamente se centran en los genes capaces de identificar a esta 

especie o no se logran llevar a cabo. Esta situación puede tener muchas 

explicaciones: se debe considerar que el descubrimiento de M. lepromatosis todavía 

es reciente y ha sido identificada en pocos países hasta la fecha, únicamente se 

tienen reportes de casos en Singapur49, Canadá54, México, Brasil y Myanmar46; la 

mayoría de los casos de lepra se dan en comunidades rurales o con un acceso 

limitado a centros de salud (situación de la población mexicana)51 Además, es 

común que no se indage en la especie de micobacteria presente a menos que el o 

los pacientes se encuentren cursando complicaciones propias de la enfermedad, 

especialmente aquellos que sufren un importante daño neurológico, deformidad y la 

forma lepromatosa disfusa, o bien aquellas muestras que presentan una alta carga 

bacilar al momento de la basiloscopía, debido a la asociación que se le ha reportado 

a M. lepromatosis ante estas situaciones39, 98. La cifra de casos positivos a esta 

especie podría ser mayor, debido a que la zona del Caribe y Brasil sigue siendo una 

región de endemicidad de la DLL7, 51, 81, 97, 98. Los resultados de este estudio apoyan 

esta hipótesis, ya que se identificó la presencia de M. lepromatosis en biopisas de 

piel procedentes de la República Dominicana, especie que no había sido reportada 

anteriormente en este país y además los pacientes mexicanos también presentaron 

mayor prevalencia de esta especie sobre M. leprae o bien presentaban una 

infección mixta. 

Por otra parte, uno de los principales problemas que continúa complicando el 

estudio genético de estas micobacterias es que no han logrado ser cultivados en 

laboratorio y la única manera de reproducirlas sigue siendo mediante técnicas in 
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vivo donde se inoculan las bacterias vivas en patas de armadillos o ratones, y aún 

así la cantidad de bacterias obtenidas sigue siendo muy variable, por lo que la 

capacidad de recuperar suficiente material genético para los estudios moleculares 

se ve muy límitada6 y no satisface la necesidad de contar con estándares de 

referencia para las pruebas de PCR, por lo que todavía se siguen comparando los 

resultados clínicos con análisis histopatológicos9. Sin embargo, en este trabajo se 

plantea una solución debido a que se logró realizar la clonación de RLEP y hemN 

empleando las mismas biopsias de los pacientes. Esto nos ha permitido secuenciar 

ambos productos genéticos para realizar futuros análisis y además poseer controles 

comparativos para esta técnica molecular, es decir, ahora disponemos de un stock 

de ambos fragmentos. Adicionalmente, todo el protocolo podría ser empleado para 

futuras clonaciones en genes de interés, como sería el caso del nuevo fragmento 

RLPM descrito por Sharma y sus colaboradores90. 

Antes de concluir, es necesario señalar que no se logró identificar el 100% de las 

biospias, pero se observó que el 90.91% de las muestras no identificadas poseían 

una concentración de DNA menor a 50 ng/L después de la extracción del mismo. 

Dichas biopsias se habían conservado en parafina durante un periodo de tiempo 

muy extenso, el cual pudo ser la causa de la degradación de DNA, aunque también 

es válido pensar que la lesión no poseía la suficiente carga bacilar, es decir, se 

trataron muestras paucibacilares. Con esto, se debe mencionar que la calidad de la 

muestra clínica también influye en el resultado al momento de realizar ensayos, 

aunque es cierto que la parafina conserva el tejido en buenas condiciones para su 

posterior análisis histológico, el procedimiento de fijación induce degradación de los 
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ácidos nucleicos, lo que complica los procedimientos de biología molecular que 

impliquen el uso de DNA y RNA extraído, y a la fecha ningún kit de extracción es 

capaz de compensar la extensa degradación de DNA32, 40. Además, para una buena 

detección de lepra por PCR punto final, es necesario contar con al menos 10 cortes 

de muestra de 5 micras para tener mayor probabilidad de extraer el DNA de la 

bacteria que puede no encontrarse presente en una sola lesión. Posiblemente, 

todas estas muestras que no pudieron ser diagnosticadas tendrían mayor 

probabilidad de ser identificadas empleando la técnica de PCR en tiempo real 

(qPCR)11, 23, 64, ya que dispone de mayor sensibilidad y especificidad que la técnica 

empleada en el presente trabajo, y ha resultado muy útil en tres áreas en particular 

a lo largo de la última década: 1) para la identificación de la multiresistencia de los 

bacilos a la terapia MDT19, 2) para el diagnóstico de casos difíciles10, 64 y 3) para 

analizar la viabilidad del bacilo y de esta manera detectar recaídas en pacientes que 

ya habían sido tratados con MDT62, un ejemplo de esto fueron los estudios de 

Martinez et al 62 quienes detectaron los efectos del tratamiento de la rifampicina en 

esta bacteria mediante la diferenciación de celulas vivas y muertas de M. leprae.  

La especifícidad de la técnica continúa aumentado gracias a las investigaciones 

enfocadas en la estructura y función del genoma de ambas micobacterias44, 64. Sin 

embargo, la mayoría de los protocolos de qPCR se enfocan a M. leprae y en la 

detección de RLEP11, 20, 40, 90, de manera general, han mostrado tener mayor 

capacidad para detectar fragmentos genéticos de la bacteria en concetraciones 

menores que por lo general son indetectables para otras técnicas (como la del 

presente estudio). Para el caso de M. lepromatosis el empleo de la qPCR comienza 
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a hacerse más común y hoy en día disponemos de un protocolo diseñado por 

Sharma et al 90, en el cual lograrón identificar el fragmento RLPM.  

Aunque el uso de esta técnica confiere una mayor confiabilidad y sensibilidad en el 

diagnóstico de lepra, especialmente en pacientes paucibacilares, sus limitaciones 

involucran una infraestructura más costosa, equipo y recursos que no cualquier 

laboratorio puede costearse9. 

9. Conclusiones  

En este trabajo se identificaron por medio de la técnica molecular de PCR las 

especies M. lerpae y M. lerpomatosis mediante la detección del fragmento repetitivo 

RLEP y hemN, respectivamente, en biospias de piel de pacientes provenientes de 

América Latina. La principal especie identificada fue M. lepromatosis, tanto de 

manera individual como en una infección mixta con M. leprae. 

Este es el primer trabajo en donde se identificó a la especie M. lepromatosis en 

pacientes de la República Dominicana y el primero que realiza una clonación de 

ambos materiales genéticos para su uso posterior como estándares de referencia 

para las pruebas de PCR. 
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