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RESUMEN

ntroduccion: en Colombia no se ha reportado ningtin caso de tlcera de Buruli (UB), atin

teniendo regiones con caracteristicas similares a zonas endémicas. En nuestro medio, la proxi-
midad geogrdfica y las condiciones ambientales similares con los paises de Sur y Centro América
donde se han reportado casos, motivan a buscar activamente pacientes sospechosos de UB, y aplicar
técnicas de laboratorio moleculares especificas para brindar un adecuado diagndstico.

Objetivo: buscar casos de ilcera de Buruli (UB) en Urabd chocoano y antioqueno, (Colombia)
durante el asio 2006.

Materiales y métodos: se estudiaron casos provenientes de las dreas de estudio, para establecer
la causa etiologica de las lesiones utilizando métodos de diagndstico clinico, microbioldgico, histo-
patoldgico y molecular.

Resultados: en cinco pacientes (6 %) no se pudo establecer la causa etioldgica de la tilcera (leish-
maniosis, micosis, tlceras venosas o arteriales, cancer). El examen clinico de estos pacientes no fue
concluyente de UB, sin embargo debido a la falta de documentacion de casos en Colombia, se pro-
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ceso biopsia de la lesion para detectar ADN de Mycobac-
terium ulcerans por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Todas las pruebas de PCR fueron negativas para
ADN de Mycobacterium ulcerans.

Conclusiones: debido a indicadores epidemioldgicos
que sefialan a Colombia con condiciones geogrdficas y
ambientales similares a las que se presentan en regiones
endémicas, como Perii, Guyana Francesa, México, Suri-
nam, es necesario continuar con su buisqueda.
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ABSTRACT

Introduction: in Colombia there are no reported
cases of Buruli ulcer (BU), however the geogra-
phic and environmental characteristics are simi-
lar to endemic regions, and the proximity to other
countries in South and Central America where
there are reported cases, makes it an important
issue to search for them, using molecular tech-
niques specific for BU diagnostic. Objectives: to
search for Buruli ulcer (BU) at the Uraba region of
Chocé and Antioquia in Colombia, during 2006.
Materials and methods: patients with skin ulcer
from the study region were tested to establish
the etiologic cause of the lesions, using clinical,
microbiological, pathological and molecular me-
thods. Results: Five patients were tested for BU
using PCR test, since other etiologic causes of
the ulcer (leishmaniosis, mycosis, venous or ar-
terial ulcer, others) were not determined. Clinical
examination of the patients was not conclusive
of BU; but due to the lack of documented cases
in Colombia, biopsies were taken from patients
for detection of M. ulcerans by PCR. All the sam-
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ples tested negative for DNA of Mycobacterium
ulcerans. Conclusions: due to the epidemiologi-
cal indicators that show that Colombia has the
geographic and environmental conditions simi-
lar to endemic regions, as Perd, French Guyana,
México and Surinam it is necessary to continue
with the search.
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INTRODUCCION

La tlcera de Buruli (UB), causada por Mycobacte-
rium ulcerans, es la tercera enfermedad mas comun
en humanos inmunocompetentes producida por
micobacterias después de tuberculosis y lepra
(1). La UB es clasificada como ulcera tropical (UT),
compromete piel y tejido celular subcutaneo,
con nédulos, papulas, placas o edema, que evo-
lucionan a una tlcera indolora y a menudo lleva
a secuelas invalidantes. Esta enfermedad afecta
frecuentemente a jévenes menores de 16 anos,
aunque se tienen reportes de casos en todos los
grupos etéreos; las lesiones de la enfermedad
son mas frecuentes en las extremidades (2,3). No
hay datos disponibles sobre predilecciéon de gé-
nero o raza, pues la UB se ha reportado igual en
todos los géneros y grupos raciales. Tampoco se
ha notado un aumento en personas inmunocom-
prometidas como pacientes con HIV a pesar de
la alta tasa de HIV presente en zonas endémicas
para esta enfermedad (4,5).

La UB fue documentada por primera vez en Aus-
tralia en 1947 y recibié su nombre en el distrito
de Buruli en Uganda, luego de que alli se aislaran
casos de nifos que presentaban la enfermedad
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(6). En algunas regiones de Africa la enfermedad
afecta hasta al 22 % de la poblacién (7). Existen
focos endémicos en Africa, América (México, Su-
rinam, Per(, Bolivia, Guyana Francesa), Australia
y Asia. En 1997, la UB fue reconocida por la Or-
ganizacién Mundial de la Salud (OMS) como un
problema emergente de salud publica. Su preva-
lencia ha incrementado durante los tltimos anos
particularmente en el oeste de Africa (8).

M. ulcerans se encuentra en el ambiente, se ha
detectado en agua, insectos y plantas acuaticas
(9-11). Existen varias teorfas acerca del modo de
transmision, reportes clinicos evidencian un trau-
ma cutédneo previo o una abrasién de la piel antes
del desarrollo de la UB, o la participacién de un
insecto vector (10-13). Estudios epidemiolégicos
sugieren que la proximidad a las fuentes de agua
dulce como lagos o rios, aguas de poco movi-
miento o estancadas predisponen a la enferme-
dad, pero el contacto especifico con el agua que
podria llevar a la transmisién de la bacteria, hasta
el momento no ha sido comprobado (10-14).

M. ulcerans es una bacteria acido alcohol resis-
tente (BAAR) potencialmente patdgena para ani-
males y humanos, por lo que se considera opor-
tunista. A diferencia de las otras micobacterias
se caracteriza por ser extracelular; en las lesiones
que produce hay ausencia de células inflamato-
rias y hay una necrosis extensa de los tejidos en
el sitio de la infeccidén (15,16). El periodo de in-
cubacién varfa de dos semanas a tres anos con
un promedio de dos a tres meses (17). Posterior
a la inoculacién en la piel, M. ulcerans prolifera
y elabora la toxina micolactona que causa ne-
crosis de la dermis, tejido celular subcutéaneo y
fascia. Factores del hospedero no bien definidos
aln y variaciones en el agente etioldgico, juegan
un papel determinante en el tipo de cambios pa-
toldgicos (18). M. ulcerans, a diferencia de otras
micobacterias, produce un area circunscrita de
necrosis de coagulacién, asociada tanto en la
dermis profunda como en el tejido adiposo de
los tejidos infectados, que primariamente con-
tienen bacilos extracelulares formando un gran
ndmero de micro colonias, tanto en el centro de
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la lesién como en asociacién con el tejido adi-
poso. El niimero de los bacilos puede ser muy
importante en la fase pre-ulcerativa, con pocos
o ningln bacilo intracelular presente en fases
posteriores de la enfermedad (15,16). Muy rara
vez hay una penetracidn por debajo de la fascia
y afeccién del muisculo. Para algunos autores la
necrosis de la grasa subcutanea y del coldgeno
dérmico, acompafados por una minima infla-
macién y BAAR, son considerados los hallazgos
mas importantes para el diagndstico histopato-
l6gico de UB (15,16).

El papel exacto de la respuesta inmune en la
UB no es claro todavia. La respuesta negativa
a las pruebas cuténeas es la evidencia de una
respuesta inmune celular débil. El curso indo-
lente, la ausencia de adenopatias regionales y
las caracteristicas de las lesiones, sugieren una
respuesta mediada por las células T deficiente o
ausente. La muerte celular se produce por apop-
tosis, fendmeno que se da en ausencia de res-
puesta inflamatoria. Un gran nimero de bacte-
rias extracelulares y una respuesta inflamatoria
pobre, sugieren que la bacteria es mal fagocitada
o escapa de la fagocitosis antes de comenzar a
ser destruida, procesada y presentada a los lin-
focitos T. El IFN gama, el principal activador de
macréfagos, juega un papel muy importante en
las infecciones por micobacterias. Su ausencia
en la UB parece estar relacionada con la pobre
respuesta de los pacientes a la quimioterapia
antimicrobiana convencional (15,19).

El tratamiento de los pacientes con UB es qui-
rlrgico; no hay tratamientos tdpicos u orales
que hayan mostrado una eficacia importante,
sin embargo la rifampicina y la estreptomicina
son los antibiéticos de eleccién (1). Las lesiones
nodulares y papulares pueden resecarse y hacer
un cierre primario, otras lesiones requieren una
reseccion mayor y los injertos de piel pueden
necesitarse. Se usan antibidticos profilacticos
antes y después de la cirugfa. La fisioterapia se
requiere para evitar deformidades por contrac-
cidn especialmente en lesiones que cruzan o
comprometen la piel sobre articulaciones (17).
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Debido al desconocimiento de la UB en Colom-
bia, el diagndstico clinico no se realiza en las
zonas endémicas de tlcera tropical (UT). La ma-
yorfa de los casos de UT en Colombia son debi-
dos a infeccién por Leishmania sp, sin embargo,
en un nimero de casos el agente infeccioso que
los causa se queda sin determinar; esto puede
ser debido a que M. ulcerans no se puede aislar
en cultivos de pacientes con lesiones crdnicas,
y a que no existen en nuestro medio pruebas
moleculares disponibles para apoyar dicho diag-
ndstico.

En Colombia no se ha reportado ninglin caso
de UB, pero hay regiones con gran cantidad de
poblacién alrededor de zonas pantanosas, hi-
medas, selvaticas y con actividades econdmicas
fluviales; caracteristicas que comparte con zonas
endémicas de esta infeccién. Ademas, la proxi-
midad con los paises de Sur y Centro América
donde se han reportado casos, y las condicio-
nes geograficas y ambientales similares, motivan
a buscar activamente pacientes sospechosos de
UB, y a aplicar técnicas de laboratorio molecu-
lares especificas para brindar un adecuado diag-
ndstico en nuestro medio.

MATERIALES Y METODOS

Deteccién de pacientes: Se desarrollé un estu-
dio descriptivo exploratorio, con busqueda ac-
tiva de pacientes y seguimiento de reportes que
incluyd trabajo de campo. Se estudié la pobla-
cién circunscrita a las zonas de los servicios de
salud del municipio y veredas de Unguia (Chocd)
y Apartadd (Antioquia) los cuales pertenecen a
las areas de atencién del Hospital de Unguia, del
Hospital Regional de Apartadd y del Instituto
Colombiano de Medicina Tropical-CES.

Se realiz6 una campana de sensibilizacién al
personal del drea de la salud del municipio de
Ungia y a los dermatdlogos e infectdlogos que
atienden la consulta especializada del ICMT-
CES. Se incluyeron pacientes voluntarios que fir-
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maron un consentimiento informado, de todas
las edades, géneros y condiciones sociales, que
consultaron por lesiones tipo no ulcerosa, ulce-
rosa, inactiva y mixta y que no correspondieron
a enfermedades conocidas. Se excluyeron los
pacientes que por sus caracteristicas clinicas,
presentaron lesiones sugestivas de Ulceras vas-
culares, de origen arterial o venoso o mixto.

Consideraciones éticas: Se hizo un registro fo-
tografico de las lesiones, previa firma del con-
sentimiento informado y previo a la toma de la
muestra, a todos los pacientes que cumplieron
los criterios de inclusién mencionados. Los der-
matdlogos e infectélogos continuaron con el es-
tudio de los cinco pacientes cuya causa etiold-
gica no fue posible determinar, los cuales fueron
estudiados para UB.

Ziehl Neelsen (ZN): Se realizé un extendido de
muestra directa de la lesién y se hizo coloracién
de ZN siguiendo el protocolo descrito (20).

Extraccién de ADN: Se utilizdé el método de
Boom modificado (21). Brevemente, la biopsia
fue sometida a 50 ul de proteinasa K (20mg/ml),
e incubada toda la noche a 60°C en una incuba-
dora con agitacién continua y se prosiguid con
el protocolo ya descrito (21).

PCR: Se realizd6 una PCR anidada para detec-
cién de ADN especifico de M. ulcerans en biop-
sias de la tlcera almacenadas en etanol al 70
%. Se utilizaron los iniciadores especificos des-
critos previamente (22). El volumen de reaccién
fue de 20ul, el cual contenia 18ul de master mix
(10mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCL, 2.5 Mm
MgClZ 200ul de cada dinucledtido), 1U de Ampli-
Tag Gold DNA polymerase (Promega, USA) y lul
del ADN extraido de la muestra diluido 1:10. La
PCR se corridé en un termociclador MJ Research,
con el siguiente protocolo: 94°C 10 min; 40 ci-
clos cada uno consistente en desnaturalizacién
a 94°C por 10 seg, alineamiento a 58°C por 10
seg, extensidon a 72°C por 30 seg, y un paso fi-
nal de extensién a 72°C por 15 min. Los pro-
ductos de amplificacién fueron visualizados por
una electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % con
bromuro de etidio (1ug/ml) (22).
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RESULTADOS

El diagndstico etioldgico de tUlcera de piel, fue
comprobado en 82 pacientes procedentes de
regiones que por sus caracteristicas geogréaficas
se pueden considerar como adecuadas para que
se presente la UB (Urabéa antioquefo y chocoa-
no). Estos pacientes tuvieron diagnésticos como
leishmaniosis (n=36), Ulceras pidégenas (n=33),
esporotricosis (n=12), cancer espinocelular
(n=1). A los cinco pacientes que no tuvieron un
diagnéstico etioldgico de la tlcera, se les realizd
PCR para buscar M. Ulcerans, los cuales se descri-
ben a continuacion.

Descripcion de casos

Caso 1

Paciente masculino de 30 afnos, agricultor, con
lesién ulcerativa en tobillo derecho de mas o me-
nos dos anos de evolucién y con antecedente de
picadura de un insecto como factor desencade-
nante inicial. Inicié como una péapula que poste-
riormente se ulcerd y en el momento de toma de
la biopsia muestra zonas de cicatrizacién parcial.

Ademaés, este paciente presentd lesidon similar
en miembro inferior izquierdo que cicatrizd, de-
jando una epidermis atréfica y con pérdida im-
portante de volumen a nivel dérmico (Foto 1).

Foto 1
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Caso 2

Paciente de sexo femenino de 59 afios de edad,
ama de casa, con dos lesiones. Una ubicada en
dorso de pie derecho y corresponde a una ul-
cera verrucosa de bordes definidos, cruenta y
poco dolorosa. Sopechosa de carcinoma esca-
mocelular o tlcera de marjolin, diagnéstico que
fue descartado por histopatologia (Foto 2).

La segunda lesidn ubicada en planta izquierda,
es una lesién ulcerativa, con abundante hiper-
queratosis e impotencia para la marcha.

Caso 3

Paciente de sexo masculino, 22 afios. Con le-
siones ulcerativas de 5 afios de evolucidén en
miembro inferior izquierdo, con antecedente de
traumatismo. (Foto 3).

Caso 4

Paciente de 19 afios, sexo masculino con lesién
ulcerativa en miembro inferior derecho, de 3
anos de evolucién y antecedente de picadura de
insecto. (Foto 4).

Caso 5

Paciente masculino de 33 afnos, agricultor, con
lesién ulcerativa en miembro inferior derecho
de dos afios de evolucién y con antecedente de
trauma como causa inicial. (Foto 5).
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Foto 3

Foto 4

Foto 5

Pruebas diagndsticas

Ziehl Neelsen: todas las muestras de los pacien-
tes fueron negativas para bacilos acido alcohol
resistentes.

PCR: todas las amplificaciones de ADN fueron
negativas para M. ulcerans.

Diagnéstico clinico

En los 5 pacientes presentados como casos, el
diagnédstico clinico era poco claro, debido a que
no mostraban los tipicos hallazgos de enferme-
dad vascular de tipo venoso, arterial o mixto que
son las principales causas de Ulceras en miem-
bros inferiores. No habia lesiones o compromiso
en otros érganos que hicieran pensar en otras
posibilidades diagnésticas como Ulceras vas-
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culiticas. Ademas los examenes realizados para
comprobar causas infecciosas, de las cuales la
mas importante era la leishmaniosis no fueron
positivas.

DISCUSION

El polimorfismo de las lesiones producidas por
M. ulcerans hace dificil que se sospeche el diag-
ndstico clinico. En zonas no endémicas o en re-
giones donde no se ha reportado el primer caso,
como en Colombia, hacen que la deteccién de
esta enfermedad sea poco probable. Sumado a
este factor, los pacientes utilizan métodos tera-
péuticos propios y la presentacién clinica puede
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variar por maceracién, pigmentacién y cambios
en la lesién. Adicional a estos factores, la difi-
cultad de aislar el agente causal de las lesiones
crénicas, impide que el diagndstico se pueda
confirmar, siendo estos factores los principa-
les obstaculos para detectar la enfermedad en
nuestro pafs.

Aln en areas endémicas es frecuente que la UB
se diagnostique tardiamente, cuando el trata-
miento resulte muy dificil y frustrante, ya que
los cultivos directos de las muestras clinicas de
pacientes con lesiones crénicas son poco exi-
tosos debido a la baja probabilidad de encon-
trar la bacteria en estas lesiones. Se realizarian
importantes avances en el diagndstico de la in-
feccion, silos métodos moleculares se pudieran
aplicar en areas endémicas de la infeccién o si
existieran pruebas répidas de diagndstico apli-
cables en el campo y la deteccién temprana de
las infecciones permitirfa orientar rapidamente
las intervenciones terapéuticas.

La confirmacién diagndstica de la UB es compli-
cada por la ausencia de una prueba altamente
sensible y especifica (1). Un diagndstico de UB
requiere al menos dos de los siguientes hallaz-
gos: clinica sospechosa mas deteccidén de M.
ulcerans por coloraciones de Ziehl-Neelsen, cul-
tivo positivo de frotis o tejido confirmado por
pruebas bioquimicas o PCR [S2404, estudios
histolégicos compatibles y PCR 1S2404 de teji-
do o frotis (18). La sensibilidad del cultivo es de
40 % vy la del frotis al microscopio es relativa-
mente baja, pero la histologia y los diferentes
PCR dirigidos contra las diferentes regiones del
M. ulcerans 1S2404 y genes del 16S rRNA propor-
cionan una sensibilidad diagnéstica mayor del 90
% (18). La PCR puede servir por su alta sensibi-
lidad diagndstica como una buena herramienta
en los casos probables y en la confirmacién post
quirdrgica, y previene ademas falsos diagndsticos
e inadecuados tratamientos en pacientes que re-
siden en é&reas endémicas (23). Las pruebas de
deteccién de anticuerpos IgM e 1gG contra pro-
teinas especificas de M. ulcerans son Utiles para la
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deteccién de IgM por ser més especificas que la
deteccién de IgG. Demostrando asi que hay una
respuesta significativa de los anticuerpos IgM en
pacientes enfermos con respecto a los sanos con
una sensibilidad de 84,8 % y una especificidad del
95,5 %, pudiendo ser esta una prueba diagnds-
tica rapida y confiable para el diagnéstico de la
UB; sin embargo estas pruebas seroldgicas no
estan disponibles para el uso clinico (12,15).

Este reporte es un inicio de la bisqueda de la
UB en nuestro medio. Para la implementacién de
un protocolo de diagndstico en pacientes con
etiologia desconocida de UT, es importante usar
rutinariamente coloracién de Ziehl-Neelsen, cul-
tivo, estudio histopatoldgico y los métodos mo-
leculares, asi como el examen clinico enfocado
a la UB, lo que podréd mejorar la deteccién de
dichos casos.

En Colombia no se ha reportado ninglin caso de
UB hasta ahora, pero hay regiones con pobla-
cién alrededor de zonas pantanosas, himedas,
selvaticas y con actividades econdémicas flu-
viales, caracteristicas que comparte con zonas
endémicas de esta infeccién. Ademas comparte
caracteristicas geograficas, ambientales y de si-
tuacién de salud publica con los paises de Sur y
Centro América donde se han reportado casos
de la enfermedad (12). En un estudio previo (24)
se recolectaron datos y muestras (directo, cul-
tivo y biopsia) de 130 pacientes de la zona de
Uraba. De estos, 84 pacientes (64,6 %) fueron
diagnosticados como leishmaniosis, 26 pacien-
tes (20 %) Ulceras pidgenas, 3 pacientes (2,3 %)
con miasis y un paciente con micetoma, y en 16
pacientes (12,3 %) que presentaban lesiones ul-
cerosas no fue posible establecer un diagndsti-
co etioldgico, en estos casos hubiera sido til la
realizacion de una PCR para deteccién de ADN
de M. ulcerans (25).

Estos hallazgos previos apoyan la premisa de
que existen en nuestro pafs pacientes con Ulce-
ras que se quedan sin diagndstico etioldgico, no
reciben el adecuado tratamiento y padecen las
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consecuencias de la enfermedad al no ser trata-
da tempranamente, lo cual motiva a buscar ca-
sos de pacientes con UB, para que en un futuro
se les pueda brindar un adecuado diagnéstico y
tratamiento.

Declaracién de conflicto de intereses:

Los autores de este articulo declaran que no hay
conflictos de interés que pudieran influenciar los
resultados de este trabajo.
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