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INTRODUCCION

La lepra es una enfermedad infecto contagiosa cronica causada por la bacteria
Mycobacterium Leprae, la cual, afecta piel y nervios periféricos superficiales. Ademas, en
el caso de pacientes con defectos inmunitarios, puede involucrar otros organos, y en

ocasiones convertirse en sistémica®.

Es considerada una enfermedad, la cual, si se trata en forma temprana, puede lograrse la
curacion definitiva; asi se disminuye los efectos incapacitantes de la misma; por lo que la

OMS inici6 una campafa de tratamiento gratuito a pacientes afectados.

La eliminacion mundial de la lepra como problema de salud publica (prevalencia mundial
de menos de 1 caso por 10 000 habitantes) se alcanz6 en el afio 2000. A lo largo de los
ultimos 20 afios, se ha tratado con el tratamiento multi-medicamentoso a mas de 16

millones de pacientes con lepra®.

La deteccion de todos los casos en cada comunidad y el adecuado seguimiento del
tratamiento, son los objetivos de la Estrategia mundial para reducir la morbilidad por lepra
(2011-2015). En 2016 la OMS presenté una nueva estrategia mundial (2016-2020) que
busca reforzar las medidas de control de la enfermedad y evitar la discapacidad, ademas

de estar enfocada en la poblacion infantil.

Esta estrategia hace hincapié en la necesidad de mantener los conocimientos
especializados y aumentar el numero de personal capacitado para atender esta
enfermedad con el fin de mejorar la participacion de los afectados en los servicios de

atencion a la lepra y reducir las deformidades visibles (también llamadas discapacidades



de grado 2), asi como la estigmatizacion relacionada con la enfermedad. La estrategia
también aboga un compromiso politico renovado y una mejor coordinacion entre los
asociados, ademas de destacar la importancia de la investigacion y la mejora de la

recopilacion y analisis de datos.

La lepra fue identificada y cuidadosamente descrita desde las civilizaciones antiguas:

China, Egipto y la India. El primer documento escrito data del afio 600 a.C>.

En la antigiiedad los griegos dividian la enfermedad en dos: elefantiasis y Lauce. El afio
de 1874, Armauer Hansen, natural de Bergen (Noruega), pais donde la lepra era
epidémica descubri6 el bacilo productor de la enfermedad y demostr6é que la enfermedad
era de caracter infeccioso. Finalmente, en 1902 Neisser la clasific6 en tres subtipos:

tuberosa, cutanea y nerviosa.

En 1922 Roger y Muir hicieron la distincion entre aquellas formas de enfermedad sin

bacilos (A) y formas con bacilos (B).>

Pero no fue, sino hasta el Congreso Internacional de Lepra efectuado en la Habana
(1948) donde se establecieron los dos tipos fundamentales actuales: tipo lepromatoso y

tipo tuberculoide.®*



Las clasificaciones actuales contemplan los aspectos inmunologicos, clinicos y

bacterioldgicos. Los cuales estan especificado en la siguiente tabla:

Tabla 1.

(0., 2013) (Rada E, 2009)

CLASIFICACION ESPECTRO DE LA LEPRA
Ridley y ]Op"ng Inmunologica (1966) T BT BB BL L
Madrid ciinica (1953) Tuberculoide Dimorfa | Lepromatosa
OMS sacteriologica (1982) Paucibacilar(PB) Multiabcilar(MB)
Indeterminadal).

Dentro de la clasificacion clinica se pueden definir los siguientes grupos:

Tuberculoide Tuberculoide: Placa eritematosa bien delimitada donde la infiltracion
puede gradualmente disminuir de la periferia al centro. Es seca, con alopecia y a
veces escamosa. Los pacientes tienen anestesia marcada, excepto en la cara
donde la pérdida de la sensibilidad puede estar ausente o ser muy dificil de
detectar. Las lesiones son escasas Yy frecuentemente Unicas. Usualmente el nervio
periférico engrosado es palpable en la vecindad o adyacente a la lesion.
Tuberculoide Borderline: Las lesiones pueden ser méaculas o placas del
numerosas, con tamafio pequefio, mal definidas, y mayor afectacién nerviosa.
Presenta anestesia.

Borderline Borderline: Las lesiones son intermedias en niumero y tamafio. Es una
lesion intermedia entre las lesiones tuberculoide y lepromatosa. bien delimitadas y

difusas.
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Lepromatosa Borderline: Las lesiones son numerosas. El paciente puede
presentar maculas, papulas, manchas y nodulos. Las lesiones son anestésicas,
algunas son extensas y asimétricas. EI engrosamiento del nervio es evidente.
Lepra Lepromatosa: Las lesiones tempranas son maculas o papulas, multiples con
distribucion bilateral y simétrica, eritematosas y difusas. No son anestésicas ni
anhidroticas. Posteriormente aparece edema de pies y piernas. Se desarrolla la
facie leonina, puede haber ulceracion nasal, queratitis, iritis, cambios 6seos en
manos y pies, dafo testicular, esterilidad, impotencia y ginecomastia. Sin embargo,
nunca se establece una fase neuritica pura.

Indeterminada: Condicion macular con placas y nodulos escasos, usualmente

hipocrémica. >*

En la descripcion histolégica, la cual esta basada principalmente en la clasificacion

clinica, se observa lo siguiente:

Lepra Lepromatosa: Denso infiltrado dérmico profundo separado de la epidermis
por una banda de piel sana con destruccion de los anexos cutaneos. La
celularidad estd compuesta por macréfagos vacuolados (células de Virchow) que
contienen grandes cantidades de bacilos.

Lepra Borderline: La caracteristica esencial es la presencia de células epiteloides
difusamente esparcidas en el granuloma y no focalizadas por zonas o halos de
linfocitos. Se pueden observar un gran espectro de cambios histologicos entre

ambos polos del espectro.



e Lepra Indeterminada: La histologia muestra un patrén inespecifico en ausencia de
reaccion granulomatosa, observandose a nivel de la dermis la

e presencia de un infiltrado linfoide perivascular presentandose como una dermatitis
cronica. La caracteristica histologica mas evidente es la infiltracién de la pared de
los nervios periféricos por la respuesta linfoide. Los bacilos estan ausentes o son

muy escasos.*

Las biopsias de estas lesiones revelan una inflamacion de tipo granulomatosa y bacilos
acido-alcohol resistentes en el tejido. A diferencia de la tuberculosis, la necrosis caseosa

es poco frecuente en los granulomas de lepra.

Fig 1. (Scollard,2006)
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Epidemiologia

En el dltimo estudio epidemiolégico de la OMS se identificé una prevalencia en el mundo
para el 2013 de un total de 215 656 casos nuevos, correspondiendo a América 43, 370

casos.’

Fig 2. (WHO, 2015)

Prevalence rates (per 10 000 population)

- B No data aalable
B 10-20 [ Not sppicatie
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Los paises endémicos son: Angola, Bangladesh, Brasil, Republica Popular de China,
Republica Democratica del Congo, Etiopia, India, Indonesia, Madagascar, Mozambique,
Myanmar, Nepal, Nigeria, Filipinas, Sudan del Sur, Sri Lanka, Sudan y la Republica Unida

de Tanzania, los cuales retinen el 96% de los casos.’
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En México, la prevalencia para el 2013 fue de 453 casos y la incidencia fue de 175

casos.?

Prevalencia por lepra México, 1989-2013
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En Nuevo Ledn, para el afio 2011 la prevalencia fue de 50 casos, mientras que en el
estado de Guerre, la prevalencia, aunque menor, no se encontro registrada de forma
confiable por la Secretaria de Salud del Estado, por lo que la informacion utilizada en el

presente trabajo corresponde a articulos publicados y reportes anecdéticos.’

\t,‘l— Prevwdentes:

'f-

Fig. 4
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Inmunologia de la Lepra

En relacion a la poblacién general, el 80% de las personas en general, es resistente a la
enfermedad. Del 20% restante, el 16 al 18% son definidos como reactores lentos o grupo

tuberculoide, y el 2 al 4% constituye el grupo de anérgicos o grupo lepromatoso.

El conocimiento de la inmunidad innata es indispensable, ya que, ésta constituye la
primera linea de defensa que opera en la fase temprana de la infeccién y depende la
eficiencia de los mecanismos existentes en el hospedero. Estos mecanismos son

capaces de dar una respuesta rapida pero inespecifica a los microorganismos.

La inmunidad innata se encuentra fundamentada principalmente en la respuesta
inflamatoria, seguida de la activacion de ciertas vias del complemento y la fagocitosis. La
inflamacion es estimulada por productos bacterianos como polisacaridos, carbohidratos y
peptidoglicanos; activando posteriormente a los macréfagos, los cuales secretan factor de
necrosis tumoral, interleucina 1 y quimiocinas que inducen la infiltracion leucocitaria en

los focos de infeccion.

La activacion permite la neutralizacion,la opsonizacion, estimulacion de fagocitosis y la
formacion del complejo de ataque a la membrana (Figura 4). Ademas los productos
liberados del complemento participan en las respuestas inflamatorias reclutando y

activando leucocitos.*

Las células dendriticas juegan un importante rol en la respuesta inmune innata frente M.

Leprae, en la piel y otras superficies epiteliales como la mucosa nasal. Algunos



investigadores reportan una disminucion en la expresion de las moléculas de superficie

del complejo mayor de histocompatibilidad 1y I1.*

También se han identificado patrones moleculares asociados a patdogenos, como los
peptidoglucanos, acidos lipoteicoicos, endotoxinas, lipopolisacaridos de bacterias gram
negativas, glicanos, RNA de doble cadena y ADN bacteriano que son moléculas
expresadas con mucha frecuencia por los patdgenos microbianos que no se encuentran
en las células del hospedador y que son utilizadas en el reconocimiento de patrones ya
gue se expresan en su superficie, entre los cuales se encuentra el Receptor Lectina tipo
C la cual facilita la fagocitosis de los microorganismos y se expresa principalmente en las

células de estirpe mieloide.*

IL-12

Fig. 5(Rada E, 2009)

celula
epitelioide

‘l célula gigante
IL-3, GM - CSF
granuloma

TNF

En contraposicion de la inmunidad innata y sus mecanismos de defensa, existen otros
gue también son estimulados tras la exposicion de agentes infecciosos, pero que son
mucho mas evolucionados, especificos y autolimitados. Su capacidad e intensidad

defensiva aumenta después de la exposicion repetida a un microorganismo, es decir,
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ofrecen al individuo inmunidad protectora, ya que posee memoria. Este tipo de respuesta
constituye el sistema inmune adaptativo, el cual a su vez se divide en inmunidad celular,
en la que participan los linfocitos T e inmunidad humoral en la que participan los

anticuerpos.*

Inmunidad mediada por células: el reconocimiento de antigenos por parte de los linfocitos
T es un evento indispensable para el desarrollo de la respuesta inmune especifica. La
falta de respuesta en pacientes con lepra lepromatosa es especifica para los antigenos
de M. Leprae. Actualmente, esta en estudio la busqueda de antigenos microbacterianos
especificos que permitan hacer un diagndstico temprano de las formas resistentes de la
lepra (paucibacilares), como se realiza en las formas multibacilares que frecuentemente

presentan altos niveles de anticuerpos contra el GLP-1.

Desde el punto de vista inmunolégico en la respuesta inmune celular, se observa una
disminucion que se expresa con intensidad variable en las diferentes formas clinicas de la
enfermedad, en un espectro que va desde la lepra lepromatosa, en el cual, hay una
ausencia total de inmunidad mediada por células hasta la lepra tuberculoide, donde estan

presentes los fenémenos de inmunidad celular cuyo efecto es moderado. %°

Poblacién de linfocitos T: la relacion T CD4/CD8 es de 1.9 a 1 en lesiones de pacientes
tuberculoides donde las poblaciones de linfocitos T CD4 se encuentran en la periferia. En
contraste, en las lesiones de pacientes de lepromatosos la relacion CD4+/CD8+ se

distribuye dentro de la lesién.?

Macrofagos: los mecanismos de defensa frente a bacterias intracelulares requieren la

participacion de macréfagos, células Natural Killer y diversas poblaciones de linfocitos T.



El macréfago es una de las primeras células en captar a M. leprae y en ausencia de un

mecanismo efectivo de inmunidad celular los bacilos se multiplican dentro de las células

macrofagicas.

Citocinas en lepra: el paradigma TH1/TH2 se ha postulado para intentar explicar

resistencia o suceptibilidad frente a patdégenos intracelulares. Se basa en los patrones de

produccion de citosinas en diversos estados infecciosos. Los linfocitos T que producen

interleucina 2 e interferén, IL-7, IL-12, IL15, IL18, asociados con la respuesta tipo TH1,

aumenta la inmunidad mediada por células. Los linfocitos T que producen IL-4, IL-5, IL-

10, IL-13, respuesta TH2 aumentan la respuesta humoral.

Las subpoblaciones celulares TH1 y TH2 provienen de un precursor comun, los linfocitos

THO, estas células no estan diferenciadas.?

Fig. 6

(Rada E, 2009)
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Los estados reaccionales pueden ocurrir antes, durante e incluso después del tratamiento
cuando el paciente es considerado curado bacteriolégicamente. Las reacciones en la
enfermedad de Hansen pueden ser definidas como manifestaciones clinicas, las cuales
son resultado de alteraciones en el balance inmunoldgico debido a la interaccion entre el
sistema inmune del hospedero y del agente infectante. Estas reacciones agudas afectan
principalmente piel y nervios y son la primera causa de morbilidad e incapacidad,

principalmente por alteraciones en las funciones de los nervios periféricos.

Antecedentes

El estudio de la transmision de la lepra es dificil de realizar, ain con motivo de
investigacion, ya que Mycobacterium leprae, no es cultivable en medios artificiales. Esto
ha retrasado el entendimiento de las rutas de transmision y el disefio de estrategias

terapéuticas mas efectivas.®

El genoma de M. Leprae codifica para mas de 1,604 proteinas, de las cuales, las méas
importantes froman parte de la membrana plasméatica como acidos micadlicos, poliprenil

fosfatos, peptidoglicano, unidad ligadora a arabigolactano, PGLL1.

Tiene mutaciones puntuales que le han conferido resistencia al tratamiento, ademas de
polimorfismos genéticos, a partir de los cuales se han realizado estudios con fines

epidemioldgicos, en busqueda de patrones de transmision.

Se han desarrollado 4 sistemas individuales de PCR para la identificacion de las
secuencias de M. Leprae encontrando una asociacion entre el tamafio de las secuencias

y la variabilidad de la cepa del M. Leprae.® 1°



Tabla. 2

Wilams y Cols; 2000, Nepal®

Maeda y Cois, 2001, Japon?
Groathose y cols; 2004,
Colorado-Korea®

Truman y Cols, 2004, Brasir*
pmn.z y Cois, 2006, Brasil

Weng. 2007, China®

Mont y cols, 2008, Mak™

Torres y cols, 2009,
Colombia®

TA, GAA AC AT
Foip1, gryA, 1poB
C20, (TA)18 (ATNT (CG)S,

(AC)9, (GTAD, (AGA)20

GAA ATI17 TAT8, GTA,
ci1eGs

fopA pB MpcC

(AC)9, (GTAW, (ATN7, (TA)18,
(GAaAa)21

(GTAYI, (AT)S, AT(15). (AT)17
GAA AT17 TAB GTA9

Kimura y cols, 2009, Filipina® (AC)BD (GTAY, (GGT)5,
(AT 7, mpoT, (AC)S (AT)15,
ACHYBA (TA)18, (GAA)Z21
Matsuoka A 2009 Japon '@ poT
TADR VICOCUCACTIACCTCAMUAN. 04 COTATAMUGCACTCAGTOUA. G4 W
GTAS NEDAGCECTTACTUOOOOAGATG &0 TOIEOTETOUSOETEA o -
GLTe S AMGONGCGGTOTAM ANCAT M 4 TOTCTACTIOUGAAM OGN oS w
ATWY MY TCTOCAAMCATOCTOOGACA 1 GIACAGCOOCETOATUNAN “ i
N e WICATOODGAMTGOAM I TOMETION S0 TOONTTOOAMXITOGTIONAMGA -l L
Tabla 3. )3 M AMOCATCTOAUTIONCAMNTE S COATOCACTIO T M R o *
AR MDD MATIILOTTOTUCATACA 1 CACTOOATOEN DO M L . ™™
AT T CAATATGOGGOTINGOOCTION al CUERCTOOCTOGATGOCTORATIC. @ .
(Supply, 2000) N Ry VICONITINMGUOOAM UMICA A CCATUTGTTORTACTACTEA 13 4
WAM ATTOAMICACA OO OO O ACAMTTOOOCACDOO o m
‘ Y GOUARETTOIOGETIOAN S UEENGENGCTOOCIT M EGT -l A
AN NEDAUTOUETURTCIOT GO AL CACCTOOCAAMATLOAAGTY “ ™
AN M TOTAMNOOEEENTTIA T A GEMTTAAMTANETTTY i N
. RTAOUUETROTATCUGOATOAN 8 GEAACATCAGCAM OO UAAT o
5 VICCTOIOCACTIOOO T A 81 GOACAMIGMICUGAATACA e
- AM OUBANXCTTOOMGAM S ODETAAMTOODCTI Y ~ W
TA MTTACATICAAMUMUATOCA W TEATAATCAMGTOTTION X "

Estos se han estudiado en todo el mundo en forma epidemioldgica y en relacion a sus
frecuencias encontrandose que, los mas comunes son los subtipos 1 (encontrandose en

México el GTA 'y AT17) y el subtipo 3 ( con la secuencia GAA y TA18). "8

En un estudio previo realizado en este hospital, en biopsias de pacientes del norte del

pais con diagnostico de Lepra Lepromatosa, se observo que en nuestra poblacion el

pag. 21



Mycobacterium Leprae presentdé amplificacion para las repeticiones en tandem para las
secuencias GAA, AT17, TA18 y GTA. Siendo la secuencia GAA, la mas frecuente en las

muestras analizadas (26 casos).

Fig.8

(Ligia, 2013) B ——— - - ——
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Originalidad

Son pocos los trabajos realizados acerca de las secuencias y polimorfismos genéticos del
Mycobacterium Leprae sin existir reportes en la poblacion mexicana.

Dado que el Servicio de Dermatologia del Hospital Universitario es un centro de
referencia para casos de Lepra es de importancia realizar estudios comparativos
estratificando los grupos.



Justificacion.

Dado que la lepra ocupa un lugar preponderante en nuestro medio como causa de
enfermedad e incapacidad, es de importancia estudiar las codificaciones de genes mas

frecuentemente observados.

Los métodos de tipificacion de las cepas de M. Leprae pueden ser de gran ayuda para el
conocimiento epidemiologico de este microorganismo, ayudando a identificar fuentes de
infeccion, patrones de transmision y permitiendo diferenciar entre los eventos de recaida

y reinfeccion.**



Hipotesis.

Hil: La amplificacion para las repeticiones en tandem (VTNR) para la secuencia GAA es

la mas frecuente observada en pacientes del sur de la Republica Méxicana.

Hi2: El namero variable de repeticiones en tdndem (VTNR) para las secuencias GAA,
AT17, TA18 y GTA en el Mycobacterium Leprae en los pacientes del sur de la Republica

Mexicana son similares a las observadas en nuestra poblacion.



Hipotesis nula.

Hol: La amplificacion para las repeticiones en tdndem (VTNR) para la secuencia GAA no

es la més frecuente observada en pacientes del sur de la Republica Méxicana.

Ho2: El nimero variable de repeticiones en tandem (VTNR) para las secuencias GAA,
AT17, TA18 y GTA en el Mycobacterium Leprae en los pacientes del sur de la Republica

Mexicana no son similares a las observadas en nuestra poblacién.



Objetivo general.

Determinar la frecuencia de las secuencias seleccionadas en la poblacién del sur de la

Republica Mexicana.

Objetivos especificos.

Determinar cuél de las secuencias investigadas corresponde a la mas frecuentemente

encontrada en la poblacién del sur de la Republica Mexicana.

Comparar si las secuencias analizadas se presentan en forma similiar a nuestra

poblacién.



Material y métodos.
Este trabajo es retrospectivo, comparativo, descriptivo.

El universo de nuestra casuistica sera determinado como “muestra por accidente” en un

periodo de tiempo de 3 afos.

Célculo de la muestra

El célculo de la muestra se realizd utilizando una formula se hizo el calculo de
equivalencia de proporciones con una confianza del 95% y una potencia del 80 %

bilateral, aceptando proporciones equivalentes *=5%.

2 2
n=—""2—= ‘DqSA )
&2
valor € 0.1
valor k 7.9
valor p 0.99
valor q 0.01

p= Proporcion esperada de la variable de interes en grupo
g= 1-pl (complementario, sujetos que no tienen la variable de estudio)
K= Constante K determinada por valores de za y zf3.

€= Amplitud del intervalo aceptable para considerar equivalencia



Se llegdé a la conclusién de que se requieren 14 pacientes por grupo para conseguis

significancia estadistica.

Diagrama de flujo de la muestra

Se obtuvieron muestras de pacientes originarios del sur del pais, los cuales acudieron a
consulta dermatoldgica dentro del sistema de Secretaria de Salud del Estado de Guerrero

y fueron biopsiados con sacabocado para su posterior estudio anatomopatolégico.

Debido a que el Departamento de Anatomia Patolégica y Citopatologia de nuestro
hospital es centro de referencia nacional para el estudio de Lepra, las muestras antes
descritas fueron enviadas en formol para su procesamiento histolégico y diagnostico
oportuno en nuestro hospital. Posteriormente cada bloque de serd almacenado para
asegurar su adecuada conservacion, asegurando asi la posibilidad de realizar estudios

ulteriores en beneficio del paciente, los cuales son independientes a éste protocolo.

Estas muestras se enviaran al CIDICS (Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias
de la Salud), debido a que éste centro cuenta con el reactivo y personal capacitado para

realizar el analisis de VNTR’s con PCR de punto final.

Al terminar éste proceso, el material biol6gico residual sera desechado de siguiendo la

Norma Oficial Mexicana para el manejo de R.P.B.l. (NOM-087-ECOL-SSA1-2002)



Disefo.

Criterios de inclusion:

Diagnostico histolégico de lepra lepromatosa por primera vez

Positividad para tincion de Fitte con presencia de abundantes bacilos

Disponibilidad de los bloques de parafina

Adecuada fijacion del tejido

Positividad para PCR confirmatorio.

Criterios de exclusion:

Ausencia de bloques de parafina

Inadecuada fijacion del tejido

Laminillas sin bloques de parafina

Material insuficiente para realizar estudios de microarreglos.



Busqueda de pacientes y seleccion del material

Se revisaron al microscopio las laminillas disponibles de todos los casos recibidos de
pacientes originarios del estado de Guerrero durante los afios 2014 y 2015. Se recibieron
18 biopsias de piel provenientes de Guerrero, México, fijadas en formol y embebidas en
parafina, en donde se realizaron cortes de microtomo de 5 micras de espesor, para

posteriormente ser tefiidas con HyE y Fitte Faraco.

Para cada caso se revisaron secciones con tincién de HyE las cuales se organizaron de

acuerdo a la Clasificacion de Riedley y Jopling.

e Lepra Lepromatosa

e Lepra Limitrofe Lepromatosa
e Lepra Limitrofe

e Lepra Limitrofe Tuberculoide
e Lepra Tuberculoide

e Lepra Indeterminada

Para cada caso se revisaron secciones con Tincién de Fitte Faraco la cual se clasificé de

la siguiente forma (examinando 10 campos a 40x):

e Escasos bacilos: 1-10 bacilos por campo
¢ Moderados bacilos: 10-100 bacilos por campo

e Abundantes bacilos: > 100 bacilos por campo



e Negativa: Ausencia total de bacilos

7 o
N e y,

Moderados bacilos: Abundantes bacilos:
10-100 bacilos por campo > 100 bacilos por campo

Examinando 10 campos a 40x

Escala logaritmica de Ridley
Manual de procedimientos de laboratorio de lepra
Secretaria de Salud/OMS

Negativa: Ausencia total de bacilos

Todos los resultados fueron tabulados en Microsoft Excel 2016 a través de filas

ordenadas por el No. de folio del quirargico, con columnas de:

e Datos clinicos: sexo, edad, diagnéstico histoldgico, lugar de nacimiento.
e Tincion de Fitte: Positividad (abundantes, moderados, escasos) o Negatividad

e Presencia o no de amplificacién para el tipo de secuencia especifica

Se realizé una base de datos con el programa Excel donde se agregaron datos obtenidos

de los reportes como hallazgos histopatoldgicos y cantidad de bacilos.
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Se filtraron los casos con material suficiente y adecuada cantidad de bacilos. Los casos
seleccionados se buscaron en el almacén de bloques de parafina del servicio de
anatomia patolégica de hospital universitario de la UANL, se seleccionaron los bloques

de parafina de mejor calidad y sin contaminantes (a criterio del patélogo investigador).

Estos blogues se cotejaron con la laminilla tefiida con la técnica de Fitte Faraco para ser

reevaluados en caso de ser necesario, ademas de con el reporte original de diagnaostico.

Se reabieron 18 casos provenientes del estado de
Guerrero

Excluidos: 4 casos por lijacion inadecuada del tejido

Total de muestra: 14 casos

Biopsias provenientes del Estado de
Guerrero

Posteriormente se realizaron entre 4 y 7 secciones de aproximadamente 10 micras al
blogue de parafina para la obtencion de tejido infeccioso parafinizado y se coloc6 en un

tubo de ependorff correctamente identificado con el nimero del espécimen.

Se selecciond material representativo para realizar PCR confirmatorio para la

identificacion de M. Leprae
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Secuencia Region cromosémica Primer sequences

GAA 2785433-2785495
AT17 2597735-2597768
TA18 984591-984626

GTA 2583814-2583840

Proceso de realizacion de PCR

Extraccion de DNA
genomico total —
(Tejido en parafina)

l

Cuantificacion del
DNA gendmico total

l

Estandarizacion de la

PCR para los VNTRs | me—)

GAA, GTA, TA18y
AT17

Forward, 5"-CTACAGGGGGCACTTAGCTC
Reverse, 5'-GGACCTAAACCATCCCGTTT

Forward, 5"-ACCCGGAATTCCTCCAAG
Reverse, 5'-GCCAGAAGCGTCATCTGTTC

Forward, 5'-CCGCGTTAGCATAGGCAAT
Reverse, 5-AACGGTTAGGTCGAGACCAC

Forward, 5"-CGCAGATGCAACGATCAC
Reverse, 5 -AATATGCATGCCGGTGGT

NucleoSpin® FFPE DNA
MACHEREY-NAGEL

NanoDrop® 2000

Thermo Scientific

Variables:

1) Temperatura de alineamiento

2) Cantidad de DNA templado

3) Concentracion de Oligonucledétidos
4) Numero de ciclos totales

El procesamiento de los datos obtenidos a partir de cada uno de los andlisis, se realiza
de forma automética. El equipo de lectura y analisis presentara un informe en el que se

indiquen los resultados.
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Resultado de la estandarizacion del PCR

PCR para los VNTRs Electroforesis
GAA, GTA TA1By on agarosa al
AT17 en las 26 2%.
Purificacion de
fragmentos
amplificados
PCR para los Almacenamiento
Electroforesis VNTRs GAA, a-20°C para
en agarosa al GTA, TA18 Yy futuro andlisis de
2%. Geles AT17 a partir de secuencia
definitivos fragmentos
purificados

6 7 8 M=Marcador de Peso Molecular

1= PCR VNTR BTA (Positivo)

2=PCR VNTR GTA (negativo sin DNA)

3= PCR VNTR [l (Positivo)

4= PCR VNTR AT17 (negativo sin DNA)
5= PCR VNTR TA18 (Positivo)

6= PCR VNTR TA18 (negativo sin DNA)
7= PCR VNTR GAA (Positivo)

8= PCR VNTR GAA (negativo sin DNA)

20
100

Gel 1.5% agarosa. Partiendo de ~60ng de DNA gendmico total, extraido de la muestra
06 2688. Concentracion final de 2pmoles/ul para cada oligonucleotido.

Programa:

1) 95°C por 5 min,

2) 95°C por 30 seg,

3) 60°C (GTA y TA18) y 55.2°C (GAA y TA17) por 30 seg
4)72°C por 1 min

S5)Repetir 39 veces desde paso 2)

6)72°C por 3 min

7)Fin
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Analisis estadistico

No se realiz6 andlisis estadistico, ya que el tamafio total de las biopsias obtenidas fue

menor al calculado inicialmente, sin embargo, éste corresponde al total del universo de

muestras.



Resultados

De las muestras obtenidas, después de revisar los datos demograficos, podemos
observar que la proporcion entre hombres y mujeres afectados por lepra lepromatosa, es
similar entre los estados de Nuevo Leodn y Guerrero, lo cual apoya la validez de nuestro

estudio, a pesar de que el nimero de muestra obtenido sea menor al deseado.

Esta proporcion fue de 71.47% en hombres y 28.57% en mujeres para el estado de

Guerrero, y 64.95% en hombres y 38.14% en mujeres para el estado de Nuevo Ledn

Ademas, es importante recalcar que ésta proporcion es similar a la reportada en la

literatura a nivel mundial.

Comparativo de Incidencia por Sexo Por Estado
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De los 14 casos analizados con PCR, s6lo 8 mostraron amplificaciéon para PCR, esto se
atribuye a mal manejo inicial de la muestra, asi como baja concentracion de formol al
momento de fijacion del tejido y los dias de traslado, los cuales contribuyen a la
degradacion del ADN bacteriano y su falta de expresion durante la realizacion del PCR.
Lo anterior a pesar de usarse el doble de tejido recomendado durante el procedimiento

de la técnica.

Amplificacién de Muestras del Estado de Guerrero

Muestras
Amplificadas ,
B, 57%

Entre las muestras amplificadas se puede observar que la expresion de GAA que
originalmente fue encontrada en las muestras del estudio anterior en este hospital, las
cuales fueron estandarizadas en 201 pares de bases, en este caso mostraron una

cantidad inferior, facilmente observable por debajo de las 200 pares de bases.
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Sin embargo, éste trabajo no tiene, entre sus alcances, determinar la causa de éste
fendmeno. A pesar de ello, las teorias posibles son una alteracion ocasionada por el

manejo de la muestra o una mutacion aun no descrita dentro del ADN bacteriano.

M 1 2 3456 7 8 910 1112 13 14 (-

AT17 200P8
100P8

M1 2345 6 7 8 9 10 11 12 13 14 ()

GAA
GAA 201 200r8
100PE
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
TA18
200P8
100P8
M1234567891011121314()
GTA .

100P8

Otro hallazgo interesante fue que, entre las muestras amplificadas, la mayoria amplifico,
como mucho en 3 VNTR distintos y so6lo 1 para cuatro, mientras que en el trabajo anterior

observamos esta amplificacion en 5 de éstas.

Mientras que en nuestro estudio se observa una gran diferencia respecto a las que
expresaron solo una amplificacion de VNTR. Lo cual implica que quiza se deban buscar

otros pleomorfismos dominantes en las muestras del Estado de Guerrero.
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Amplificacién por grupos de VNTR del Estado de Guerrero

Comparativo de Amplificacién Por Grupos de VNTR

4 VNTR 3 VNTR
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Por ultimo se observo que la secuencia mad comin de VNTR para la poblacion del
estado de Guerrero corresponde a TA18, mientras que en el estado de Nuevo Ledn fue la

de GAA.

10N por VNTR del Extado de

Amplificacion por VNTR del £stado do Nuevo Leon
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Conclusiones.

La secuencia TA18 es la més frecuente en pacientes del sur de la Republica Mexicana, a

diferencia de GAA, presente en Nuevo Ledn

Los pacientes del sur de la Republica Mexicana amplifican, en su mayoria, sélo para tres

secuencias TA18, AT17 y GAA, a diferencia de las cuatro observadas en Nuevo Ledn

Es necesario secuenciar las muestras para tener el nimero exacto de repeticiones para

cada VNTR con el fin de ver la variabilidad genética de las cepas

Es indispensable continuar estudiando los casos nuevos para mejorar el entendimiento
genético de M. Leprae y comprender asi las rutas de transmision y disefiar de estrategias

preventivas y terapéuticas
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